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OZET

NEPETA CONGESTA FISCH. & MEY. VAR. CONGESTA FISCH. & MEY.
UZERINDE FITOKIMYASAL VE BIYOAKTIVITE CALISMALARI

Aysenur KARADEMIR
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2021
Danisman: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

Bu calismada, Eskisehir’den toplanan endemik bir tiir olan N. congesta Fisch &
Mey. var. congesta Fisch & Mey. (Lamiaceae) bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan farkli polaritedeki ekstrelerin (hekzan, kloroform, etil asetat, metanol) ve
inflizyonun toplam fenolik madde miktar1 spektrofotometrik metotla, fenolik asit
miktarlar1 ters-faz YBSK-DAD ile belirlenmistir. Ayrica farkli polaritedeki ekstrelerin
antioksidan aktiviteleri, DPPH" serbest radikal siipiiriicii etki, ABTS™" katyon radikali
siiptiriici  etki, metal selatlama kapasitesi ile birlikte asetilkolinesteraz ve

butirilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktiviteleri tayin edilmistir.

MBD-KFME teknigiyle ekstre edilen ucucu yagin analizi GK-KS/AID ile
gerceklestirilmistir. Toplam ugucu yagin (%97.8) bilesiminde ana bilesenler olarak 1,8-
sineol (%61.7) ve B-Burbonen (%12.4) tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktarlari
yiiksek olan infiizyon ve metanol ekstrelerinin YBSK- DAD yontemi ile tayin edilen
baslica fenolik asitleri, tim Lamiaceae tiirlerinde oldugu gibi rozmarinik asit olarak tayin
edilmistir. Ayn1 ekstrelerin DPPH’, ABTS' " ve metal selatlama kapasiteleri daha yiiksek
tespit edilirken, daha apolar olan hekzan ve etil asetat ekstrelerinin ise asetilkolinesteraz

ve butirilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak, iilkemiz i¢in endemik bitki tiirlerinden biri olan N. congesta var.
congesta’nin farkli polaritedeki ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar, fenolik
asit bilesimleri, antioksidan aktiviteleri ile asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz

inhibitor aktiviteleri karsilastirmali olarak ilk kez bu ¢alismada sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Nepeta congesta var. congesta, Lamiaceae, Antioksidan,

Anti-Alzheimer, Rozmarinik asit.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL AND BIOACTIVITY STUDIES ON NEPETA CONGESTA
FISCH. & MEY. VAR. CONGESTA FISCH. & MEY.

Aysenur KARADEMIR
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School and Health Sciences, June 2021
Supervisor: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

In this study, extracts with different polarity (hexane, chloroform, ethylacetate,
methanol) and infiision prepared from the aerial parts of N. congesta Fisch & Mey. var.
congesta Fisch. & Mey. (Lamiaceae), an endemic species collected from Eskisehir, were
determined. The amount of total phenolic substance by spectrophotometric method and
the amount of phenolic acids by reverse phase HPLC-DAD. In addition, antioxidant
activities of extracts with different polarities, DPPH" free radical scavenging effect,
ABTS™™ cation radical scavenging effect, metal chelating capacity, as well as
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzyme inhibition activities were

determined.

The analysis of essential oil extracted by MSD-SPME technique was performed
by GC-MS/FID. In the composition of the total essential oil (%97.8), 1,8-cineol (%61.7)
and B-Burbonene (%12.4) were determined as the main components. The main phenolic
acids of the infusion and methanol extracts with high total phenolic content were
determined by the HPLC-DAD method, as in all Lamiaceae species, as rosmarinic acid.
While DPPH’, ABTS'" and metal chelating capacities of the same extracts were higher,
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitory activities of the more apolar

hexane and ethyl acetate extracts were found to be higher.

In conclusion, the total phenolic content, phenolic acid compositions, antioxidant
activities and acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitory activities of
different polarity extracts of N. congesta var. congesta, one of the endemic plant species
for our country, were presented for the first time in this study.

Keywords: Nepeta congesta var. congesta, Lamiaceae, Antioxidant, Anti-
Alzheimer's, Rosmarinic asit.
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1. GIRIS VE AMAC

Binlerce yil 6nce insanoglu, bitkilerin tedavi edici giiciiyle tanismis ve saglikli
yasayabilmek i¢in bitkilerden yararlanmistir. Eski donemlerden beri insanlarin
hastaliklardan korunmak ve hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullandiklar1 bitkiler,
insanlarin bitkileri ilaglara gore daha giivenli bulmalarindan dolay1 giderek daha ¢ok
ragbet gormektedirler. Ozellikle 1990’11 yillardan sonra, tibbi ve aromatik bitkilerin
yeni kullanim alanlarinin bulunmasi, tiim diinyada 6nem kazanan dogal yasam, daha
uzun ve saglikli yasama istegi ve yaslanmayi geciktirme arzusuna paralel olarak, gelisen
teknolojinin beraberinde getirdigi saglik sorunlarindan kaginmak i¢in dogaya ve dogala
donlis egilimi  gittikge artmistir. Bilim  diinyasindaki  gelismelere ragmen,
farmakoterapinin bitkilerden koken aldigi gercegi “dogala doniis” diisiincesi ile
bitkilerin dogal olduklar1 i¢in tamamen yararli olduklart goriisii gegerliligini
korumaktadir. Ulkemizde saglik hizmetlerine ulasmanin zor ve pahali olmasinmn da
etkisiyle ¢cok sayida kisi koruyucu ya da tedavi edici amaglarla dogrudan bitkileri veya
bitkisel iriinleri kullanmaktadir (Colak, 2012). Bunun yaninda tedavide kullanilan
sentetik ilaglarin toksik etkileri, gelismis {ilkelerdeki bilingli tiiketicileri tedavide
bitkisel kaynaklara yoneltmis, dogal iirlin kullanimina olan ilgiyi daha da arttirmistir.
Bitki cesitliligi, bakimindan 12.000'den fazla bitki taksonu ile ililkemiz bu konuda
diinyanin en zengin tlkelerinden biridir. Son yillarda, tiim diinyada oldugu gibi
iilkemizde de bitkilere verilen 6nem ve bitkilerin tibbi kullanimlar1 artmustir. Ozellikle
tibbi ve aromatik bitkiler bu talep artisina maruz kalan 6nemli bitki grubudur.
Fitokimyasal bilesimleri hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecek bilesikleri
icermektedir. Son bilimsel bulgular, bu fitokimyasal bilesiklerin antifungal,
antibakteriyel, antioksidan, antikanser, antiinflamatuar gibi biyolojik etkiler i¢in en
Oonemli ajanlar oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle tibbi bitkiler gida ve ilag
endistrisinde yeni {iriinlerin gelistirilmesi i¢in 6nemli ve umut verici igeriklere sahiptir.
Dolayisiyla, gida ve ilag kullanimlar1 ile yeni triinler gelistirmek icin yerli tibbi
bitkilerin dikkate deger fitokimyasal kaynaklar1i saglayabilecegi bu alanda yeni
aragtirmalar yapmak Onemlidir. Tibbi ve aromatik bitkilerce zengin Lamiaceae
familyasi da bu baglamda 6nemli biyoaktif bilesiklere sahiptir.

Diinyanin pek¢ok yerinde genis bir yayilis gosteren Lamiaceae familyasina ait
aromatik tiirler, tek veya cok yillik, otsu veya ¢alims1 bitkilerdir. Nepeta, Lamiaceae

familyasinin en fazla takson igeren cinslerinden biridir ve diinyada yaklasik 250-300
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taksonla, iilkemizde ise 16’s1 endemik 41 taksonla temsil edilmektedir. Nepeta tiirleri
genellikle Asya, Avrupa, Kuzey Amerika, Kuzey Afrika ve Akdeniz bolgesinde yayilis
gostermektedir. Tiirlerin toprakiistii kisimlarinda trikomlarda biriken ucucu yagi ve
infiizyonlar1 tibbi ve endiistriyel iirlinlerde kullanilmaktadir (Raufi, 2019; http-1).
Nepeta tirlerinin farkli kisimlarindan elde edilen ugucu yag bilesenlerinin
monoterpenler, diterpenler ile monoterpenler ve diterpen laktonlar oldugu, tiirlerin
ayrica flavonoitler, fenolik asitler, steroitler ve yag asitler igerdigi bildirilmistir (Sharma

vd., 2021; Kokdil vd., 1997; Formisano vd., 2011).

Geleneksel bitkisel ilag olarak kullanilan Nepeta tiirleri iizerinde yapilan
calismalarda antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar, yatistirici, gevsetici,
antihiperlipidemik, antiastmatik, gaz giderici, diiiretik, terletici, antipiretik,
antihelmintik, herbisidal, bocek oOldiiriicii ve bocek kovucu gibi cesitli farmakolojik
etkilere sahip olduklari bildirilmistir. Ayrica bu tiirler antiseptik 6zelliklerinden dolay1
halk arasinda topikal olarak da kullanilmaktadir. Bazi Nepeta tiirlerinden hazirlanan
losyonlarin da yilan ve akrep sokmalarinda kullanildig1 bilinmektedir. Diger baz: tiirler
ise (N. ispahanica, N. binaloudensis, N. bracteata, N. pogonosperma, N. pungens ve N.
crispa) gidalara lezzet vermek icin kullanilirken, bazilart  mide rahatsizliklarinin
tedavisinde bitkisel ¢ay olarak (N. caesarea) ve bazilar ise dis ve romatizmal agrilar
tedavi etmek i¢in (N. parnassica ve N. troodi ) kullanildig: bildirilmistir (Sarikiirk¢ii
vd., 2019).

Nepeta tiirlerinden elde edilen monoterpen bakimindan zengin ugucu yaglar hos
kokular1 nedeniyle oldukc¢a degerlidir (Formisano vd.,2011). Tiirler ugucu yag
bilesenlerine gore fitokimyasal olarak, iki ana kemotipe ayrilmistir: I1ki, nepetalakton
kemotipi iken digeri ise 1,8-sineol ve linalool, B karyofillen, karyofillen oksit, -
farnesen, a-sitral, B-sitronellol gibi bilesiklere sahip olan kemotipidir (Salehi vd.,
2018). Ayrica Nepeta tiirleri lizerinde yapilmis diger calismalarda; iridoit glikozitleri,
polifenolik maddeler (fenolik asitler, flavonoitler), steroitler ve terpenoitler izole

edilmistir (Formisano vd., 2011).

Literatiir verilerimize gore, 2018 yilinda tamamlanan bir yiiksek lisans
calismasinda Nepeta congesta var. congesta metanollii ekstresinin antioksidan,
antiglukozidaz, antiamilaz, antitirozinaz ve antikolinesteraz enzim aktiviteleri

incelenmis ve toplam fenolik madde miktar1 tayin edilmistir (Tekin, 2018). Ayrica,
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tiiriin morfolojik 6zellikleri ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yaginin
calisildig1 (Kaya vd., 2007) ve Sivas’tan toplanan bitkinin yapraklarindan elde edilen
ucucu yag bilesenlerinin ve yag asitlerinin incelendigi (Kilig ve Kokten, 2020), Bati
Azerbaycan-iran’dan toplanan %80 metanollii ekstresinin toplam fenol ve flavonoit
miktarinin incelendigi, bilesimlerinin arastirildigi ve antioksidan aktivitesiyle beraber
ucucu yag bilesenlerinin arastirildigi (Azizian vd., 2021) calismalar bulunmaktadir.
Van’dan toplanan N. congesta var. congesta bitkisinin toprak iistii kisimlarinin etanolle
hazirlanmis ekstresinin antimikobakteriyel etkisi taranmistir (Tosun vd., 2004).
Bunlarin disinda N. congesta var. congesta ‘nin farkli polaritedeki ekstreleri ile

yapilmis ayrintili bagka bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu c¢alismada, Eskisehir ¢evresinden toplanan, iilkemiz i¢in endemik Nepeta
congesta Fisch. & Mey. var. congesta Fisch. & Mey. tiiriiniin toprakiistii kisimlarindan
farkli polaritede hazirlanan ekstrelerin ve inflizyonun toplam fenolik madde miktarlar
ile fenolik asitleri, in vitro antioksidan (DPPH’, ABTS "ve metal selatlama yontemleri
ile) ve antikolinesteraz (AChE ve BChE) enzim inhibitor etkileri tayin edilmis, ayrica

tiiriin ugucu yag bilesenleri aydinlatilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae familyasi diinya ¢apinda 236 cins ve yaklasik 7.173 tiir ile en yaygin
tir cesitliligine sahip kozmopolit bir familyadir (Jamzad, 2013). Bunun yaninda 46
cins, 603 tiir ve 179 alttiir ve varyetelerini igeren 782 takson ile Tiirkiye'deki iiglincii
biiylik familyadir. Endemik 346 takson (271 tiir ve 75 alttiir ve varyete) ile endemizm
oran1 yaklasik %44’tiir. Tiirkiye, Lamiaceae familyas1 i¢cin onemli bir gen merkezi

olarak kabul edilir (Bager ve Kirimer, 2018).

Kiiciik ¢ali tipi, otsu ve aromatik bitkilerden olusan tiirler, diinyanin birkag
bolgesi hari¢, Himalaya’lardan, Giineybat1 Asya’ya, Hawai ve Avustralya’ya, Afrika ve
Amerika’ya kadar degisik bolgelerde ¢ok farkli yiiksekliklerde ve degisik habitatlarda
yayilis gostermektedirler. Lamiaceae familyasinin baslica kozmopolit cinsleri Salvia,
Scutellaria, Stachys ve Thymus cinsleridir. Sideritis, Rosmarinus, Phlomis ve Thymus
tirleri ise karakteristik maki ve garig tiirleridir. Genellikle acik habitatlara uyum
saglamig tiirlerdir. Sadece birkac cins (Gomphostemma) tropikal yagmur ormanlarina

Ozgiidiir (Erdem, 2013).

4 koseli govde yapist familya icin ayirt edici bir 6zellik olup, 6zellikle govde
koselerinde 1yi gelismis bir kollenkima dokusu bulunmaktadir. Govde salgi bezi ve
tiylerle kaplidir. Yapraklar stipulasiz, basit, opposit (karsilikli), nadiren alternan
(almasik), bazen ternat ya da vertisillastrum olup, yogun bir sekilde salgi bezi igerirler.
Cigekler; st yapraklarin ya da braktelerin koltugunda kimoz halinde ya da genellikle
vertisillastrum siralanigli, ya da spika seklinde siralanmis kimoz ya da rasem, ya da
bazen tek ¢iceklidir. Cigekler genellikle hermafrodit olmasina ragmen, bazi tiirlerin
ciceklerindeki erkek organlarinin indirgenmis ve steril olmasindan dolay1 disi
ozelliktedir. Bir ¢an olusturacak sekilde birlesmis 5 sepalden olusan kaliks, kalici ve
bazen iki lobludur. Korolla birlesik 5 petalden olusmakta, bilabiat, bazen iist dudak
eksiktir. Korolla sekli ve stamen pozisyonu degisiklik gosterebilmektedir. Genellikle {ist
dudak ve altdudak arasinda belirgin bir ayrim mevcuttur. I[liman bolgelerde yayilis
gosteren cinslerin ¢ogunda iist dudak kancalidir ve iki lobdan olusur; alt dudak ise
boceklerin nektar toplayabilmesine uygun bir platform olusturacak sekilde ii¢ lobludur.
Stamen 4 ve nadiren didinam, bazen 2 tane olup, petallere birlesiktir. Ovaryum iist

durumlu, 2 karpelli, 4 gozlii, her goz bir oviillii ve stilus ginobaziktir. Meyve 4 nuksa
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ayrilan bir sizokarptir. Ginobazik stilus ve meyvenin 4 nutletli olmasi Lamiaceae
familyas1 icin karakteristiktir. Ayrica tiirlerin genellikle biitiin yiizeylerinde bulunan
tilyler hem ortii hem de salg tiiyleri seklindedir. Salgi tliyleri generatif organlarda da
bulunabilmektedir. Hemen hemen tiim organlarda bulunan ugucu yag epiderma
tizerindeki salgi tiiylerinde bulunur. Basi 8 hiicreli pul seklindeki salgi tiiyleri bu

familya i¢in karakteristiktir (Kaya, 1989; Ding vd., 2019;Nieto, 2017; Erdem, 2013).

Familya ugucu bilesenler yaninda monoterpen perillaldehit, polifenoller,
kumarinler, tanenler, iridoitler, diterpenoitler, triterpenoitler, kinonlar, saponinler ve

piridin ve pirolidin alkaloitleri gibi ¢esitli fenolik bilesikler de igerir (Luo vd., 2019).

2.2. Nepeta Cinsi

Lamiaceae familyasinin en biiylik cinslerinden biri olan Nepeta cinsi,
Nepetoideae alt ailesine ve otsu ¢ok yillik, nadiren tek yillik yaklasik 300 tiirden olusan
Mentheae taksonuna aittir (Asparganah vd., 2013).

Tiirler dzellikle Tiirkiye ve Iran olmak iizere Giineybat1 Asya, ile Hindukus

dahil olmak iizere Bat1 Himalayalar da yayilis gosterir (Formisano vd., 2011).

Tiirkiye Florasi’nda Nepeta cinsi 16’s1 endemik 41 taksona sahiptir. Tiirkiye’de
bulundugu konuma gére Akdeniz ve Iran-Turan taksonlar1 olmak iizere iki gruba ayrilir.
Akdeniz ve Iran-Turan taksonlar1; Orta, Giineydogu ve Dogu Anadolu' da bulunurken,
Akdeniz taksonlar1 agirlikli olarak Akdeniz, Marmara ve Ege bolgelerinde
yetismektedir. Diger taksonlar Tiirkiye genelinde yaygin olarak dagilis gdstermektedir
(Gokbulut ve Yilmaz, 2020; Raufi, 2019; http-1).

Nepeta ad1 eski Italyan kenti “Nephi” nin adindan tiiretilmistir. Nepeta ismini ise
ilk kez 1690 yilinda Rivunus, Tournefort’un 1689 yilinda Mentha cataria genel
isimlendirmesi altinda topladig1 bir grup bitki i¢cin kullanmistir. Daha sonraki yillarda
Linneaus “Species Plantarum”adli eserinin ilk baskisinda 12 Nepeta tiirli tanimlamigtir.
“Genera Plantarum” adli eserinde Nepeta cinsini, kaliksi 15 damarli, korollasinin iist
dudag: diiz, alt dudagi konkav, flamentleri paralel olarak tanimlamistir. Nepeta cinsi
1763 yilinda Adanson tarafindan Cataria olarak adlandirilmis; fakat daha sonra sinonim

yapilmistir (Cakir, 2011).



Nepeta cinsi, Hedge ve Lamond (1982)’ a gore biiylik 6l¢iide ¢igek rengine ve
ciceklenme karakterlerine dayali olarak ii¢ ayr1 gruba (A, B ve C olarak adlandirilir)

ayrilmistir;

Grup A (14 tiir); Cicekler beyaz, sar1 veya pembemsi, ¢ogunlukla alt dudak
leylak rengi benekli. Kaliks tiipli diiz ya da kivrik, agizda meyilli ya da kivrik.
Brakteoller kaliksten kisa ya da uzun. Bitkiler hermafrodit ya da erkek organ verimsiz
meyveler bastan sona veya tepede tiiberkiilat. Cogunlukla Bat1 ve I¢ Anadolu’da yayilis
gosteren Akdeniz ya da Avrupa- Sibirya elementleridir (Dirmenci, 2003).

Grup B (16 tiir); Cigekler leylak veya koyu mavi. Meyveler tiiberkiilat veya diiz.
Kaliks tiipii kivrik, agiz hemen hemen meyilli. Brakteol kaliksten kisa. Bitkiler
hermafrodit ya da erkek organlar verimsiz. Cogunlukla Dogu ve Gilineydogu

Anadolu’da yayilis gsteren, Iran-Turan ya da Akdeniz tiirleridir (Dirmenci, 2003).

Grup C (alt tiir Oxynepeta Benth., ii¢ tiir); Cigcekler beyaz, leylak veya mor.
Meyveler tiiberkiilat, kiiresel. Kaliks tlipli ve agz1 diiz. Brakteol kaliksten kisa ya da
uzun. Bitkiler ¢ok eseyli ya da hermafrodit. i¢ ve Dogu Anadolu’da yayilis gdsteren
[ran-Turan tiirleridir (Celenk vd.,2008; Dirmenci, 2003).

Nepeta tirleri, antitiissif, idrar soktiirlicii, antiastmatik, antiseptik, antispazmodik
ve febrifiij aktiviteleri nedeniyle diinya c¢apinda halk hekimliginde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Geleneksel olarak Nepeta spp. yilan ve akrep sokmalarina, birgok kalp
problemine, karaciger ve bobrek hastaliklarina karsi kullanilmaktadir. Ayrica bu tiirler
antiseptik ozelliklerinden dolay1 topikal olarak da kullanilmaktadir (Koksal vd., 2017;
Sharma vd., 2021; Sarikiirk¢ii vd., 2019).



2. 3. Nepeta congesta Fisch. & Mey. in Ann. Sci. Nat. Ser. 4,1:34 (1854)

Tiirkiye Flora’sinda N. congesta, N. congesta var. congesta ve N. congesta var.

crypthantha olmak tizere iki alt varyeteye ayrilmaktadir (Davis, 1982):
N. congesta var. congesta govdesi kisa geriye kivrik puberolus tiiyliidiir.

N. congesta var. cryptantha ise yogun villos tiiyliidiir. Bu iki varyete govde tliyli

ozellikleri ile birbirinden ayrilir.

N. congesta var. congesta endemik bir tlir iken N. congesta var. cryptantha

endemik degildir. Iki tiir de Iran-Turan bolgesinde yer almaktadr.

1- Genellikle + geri ¢ekilmis killardan olusan kisa tiiylii bir endumentum ile kok,

ara sira serpistirilmis daha uzun saglar ..................... var. congesta

2- Daloz ¢ok hiicreli killarin yayildigi £ yogun bir endumentum ile kok, bazen

daha kisa kallar ..........ccoooeeiiiniiiiii, var. cryptantha (Davis, 1982).

2.3.1. Nepeta congesta var. crypthanta Fisch. & C.A. Mey. subsp. cryptantha (Boiss.
& Hausskn.) Dirmenci & Yildiz

Govde ortii ve salgi tiiyleri tasir. Ortii tiiyleri 1-7 hiicreli olmakla beraber 3
hiicreli tiiyler daha yogun, 7 hiicreliler daha seyrektir. Ortii tiiyleri iki tiptir: Kapitat ve
peltat. Tek saply, ¢ift basli; 2 sapli, tek bash kapitat tliyler seyrektir. Peltat tipi salgi tiiyii
seyrektir. Yapraklar i¢in epiderma tabakasina ortii ve salg: tilylerine rastlanir. Ortii
tiiyleri 1-3 hiicreli olup ceperleri kalindir ve genellikle alt epidermada daha yogundur.
Ortii tiiyleri {izerinde kutikula kabarciklar1 vardir. Kapitat salg: tiiyleri; tek sapln cift
basl veya tek basl, tek sapli ve tek basl olmak {izere iki tiptir. Bu tiiyler yapragin tist
yilizeyinde daha yogundur. Peltat tipi salgi tiiyleri yapragin alt yiizeyinde ¢ok yogun, {ist
yiizeyinde seyrektir (Cakir, 2011).

N. congesta var. crypthantha ugucu yagi 1,8 sineolce zengin bulunmustur (Baser
vd., 2000). Tir tizerinde yapilan ¢aligmada farkli kisimlarinin etanol ekstresinin ve
ucucu yagmin antioksidan, sitotoksik, antikolinestreaz, iireaz ve tirozinaz enzim
aktiviteleri ve fenolik bilesimleri incelenmis, ayrica ucucu yaginin ana bileseni

germakren-D (%38.5) olarak tespit edilmistir (Akdeniz vd., 2020).



2.3.2. Nepeta congesta Fisch. & Mey. var. congesta Fisch. & Mey.

Bitki ¢ok yillik; govdeler tek, dik, 28-50 cm, genis dalli, seyrek veya yogun
tiylii, villus, eglandiiler veya sapsiz bezli; yapraklar; oval-dikdortgen ila eliptik, 1.6-4.7
x 0.6-2.4 cm, krenat, en istte nadiren tiim, kesik veya kama seklinde, + tiiysiiz, tiylii
veya villoz, asagida sapsiz bezli; yaprak sapi; 0.2-1.4 cm; genis dalli soluk yesil bir
tiriz, kiimelenmis ¢igekler beyaz, leylak ya da mor (Gorsel 2.1.); Brakteoller; eliptik, +
esit kaliks; Kaliks + kampaniilat, 5-8 mm, tiiylii ile villus arasi, sapsiz bezleri olan veya
olmayan, disler + esit tiip, dar liggen, diiz, nadiren tekrarlayan; Korolla beyaz veya krem
rengi, 6-8 mm, kaliks dislerinden daha kisa veya daha uzun; Nutlet c.; 2.2 x 1.8 mm,

genis dikdortgen, yuvarlak iiggen, genellikle iistte ince tiiberkiilat.

Habitat: Kiregtas1 yariklar ve saplar, tasli yamaclar, bozkir, nadas veya bugday
tarlalar1i, demiryolu hatlari, 300-2100m

Cicek agma zamani: Nisan-Haziran (Davis, 1982).

N. congesta var. congesta bitkisinin Tiirkiye’deki yayilis haritas1 Sekil 2.1.°de

verilmistir.

Gorsel 2.1. Nepeta congesta Fisch. & Mey. var. congesta Fisch. & Mey. ¢icekleri (foto: Ogr.
Gor. Dr. Omer Koray Yaylact)



Sekil 2.1. N. congesta var. congesta’'mn Tiirkiye deki yayilis haritast (http-1)

2.4. Nepeta Tiirlerinin Fitokimyasal Ozellikleri

Nepeta tirleri lzerine yapilan ilk fitokimyasal arastirmalar 1955 yilina
dayanmaktadir. O zamandan beri yapilan fitokimyasal arastirmalar, tiirlerin ugucu
bilesenleri {izerinde yogunlagmasinin yaninda, terpenler (monoterpenler, seskiterpenler,
ve nepetalaktonlar), iridoitler, flavonoitler ve fenolik bilesiklerce de zengin oldugunu

gostermistir (Formisano vd., 2011).

2.4.1. Ucucu yag bilesenleri

Nepeta tiirleri ugucu yaginda yiiksek oranda nepetalakton (%60-95) ve diisiik
oranda nepetalakton (%10-46) icermelerine gore iki grup altinda toplanmistir

(Dirmenci, 2003).

Nepeta tiirleri iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda c¢ogu tiiriin ucucu yag
bilesenlerince zengin oldugu goriilmiis, elde edilme yontemi olarak su distilasyonu,
buhar distilasyonu ve mikrodalga ultrasonik destekli ekstraksiyon gibi farkli ugucu yag
elde edilme yontemleri kullanilmistir (Akbaba, 2018; Kobaisy vd., 2005; Jaradat vd.,
2020).



2.4.1.1. Monoterpenler

Iridoitleri olusturan iridan iskeleti monoterpen orjinli bir yapidir ve genellikle
alt1 iiyeli ve oksijenli bir hetero halkaya kaynasmis siklopentan halkasindan olusur.
Iridoit seklindeki yapilar cogunlukla Nepeta cinsi bitkilerde bulunur ve kedileri uyarici
etkisi vardir. Lamiaceae familyasinin kedileri cezbetme yetenegi ile iinlii ¢igekli Nepeta
tiirleri aym1 zamanda bdcekleri iten ugucu bir iridoit olan bilesik nepetalakton igerir

(Yilmaz, 2011; Lichman vd., 2020).

N. congesta’nin toprak iistii kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen ugucu
yagm ana bileseni GK-AID ve GK-KS ile 1,8 sineol (%25.4) olarak analiz edilmistir
(Azizian vd., 2021).

Tiirkiye’den toplanan Nepeta flavida Hub.-Mor. un toprak tistli kisimlarindan su
distilasyonuyla elde edilen ugucu yagda, toplam ugucu yagin %64 {inii olusturan ana
bilesenlerin 1,8-sineol (%38.9), linalool (%25.1) oldugu ayrica B-pinen (%2.6), B-
mirsen+sineol-dehidro (%2.3) bulundugu GK ve GK-KS yontemiyle analiz edilmistir
(Tepe vd., 2007).

N. italica L. ve N. sulfuriflora P. H.Davis’in yapraklar1 ve ¢icekli tepelerinden
hidrodistilasyonla ile elde edilen ugucu yagmin kimyasal bilesenleri aciklanmistir. Her
ikisinin de sirasiyla %80.8 ve %61.5 1,8-sineol igerdigi GK ve GK/KS yontemiyle
analiz edilmistir (Kokdil vd., 1997).

N. congesta var. congesta’nin toprak iistii kisimlarindan su distilasyonuyla elde
edilen ugucu yagda GK ve GK/KS analizi yontemiyle 1,8 sineol (%29.9) ve sabinen
(%10.3) tespit edilmistir (Kaya vd., 2007).

N. congesta var. congesta yapraklarindan elde edilen ugucu yagi igin GK-KS

analizi yontemiyle 1,8-sineol (%18.8) igerdigi tespit edilmistir (Kili¢ ve Kokten, 2020).

N. pogonosperma’nin toprak iistii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagda ana bilesenlerden biri olarak 1,8-sineol (%26.4) bulundugu GK-KS
yontemiyle tayin edilmistir (Ali vd., 2012).

N. sintenisii Bornm’un toprak iistii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagin kimyasal bilesimi GK/KS ydntemi ile analiz edilmis monoterpen olarak

cis-sabinen hidrat (%6.5) tespit edilmistir (Sajjadi, 2005).
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Nepeta mahanensis toprak usti kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagda, ana bilesenlerden biri olarak 1,8-sineol (%27.2), Nepeta ispahanica
toprak tstlii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin da ana bilesik
olarak 1,8-sineol (%71.7); Nepeta rivularis toprak lstii kisimlarinda ise 1,8-sineol
(%38.5), sabinen (%14.8), B-pinen (%10.7) ve y-terpinen (%5.1) ana bilesenler olarak
Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi yontemiyle analiz edilmistir (Sefidkon vd.,

2006).

N. cataria’nin toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu

yagda a-pinen (%2.7-4.6) izole edilmistir (Mohammadi ve Saharkhiz, 2011).

N. curvidens toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu
yagin kimyasal bilesenleri arasinda a-pinen (%9.12), B-fellandren (%6.87) bulundugu
GK-KS yontemiyle analiz edilmistir (Ashrafi vd., 2020).

N. glomerata’nin toprak istii kistmlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu
yagin igeriginde GK ve GK-KS analiziyle a-pinen (%13.4), karvakrol (%5.4) tespit
edilmistir (Rigano vd., 2011).

N. sessilifolia toprak st kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen ugucu
yagin ana bilesenleri linalool asetat (%14.7) ve linalool (%14.2) iken, N. haussknechtii
toprak istli kisimlar1 i¢in yagin ana bileseni, 1, 8-sineol (%36.7) olarak GK ve GK-KS
yontemiyle analiz edilmistir (Jamzad vd., 2008).

N. prostrata toprak Tstli kisimlarindan ve N. straussii ¢i¢eklerinden
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagda 1,8-sineol (sirastyla %26.1 ve %22.1) ve B-
pinen (sirastyla %13.6 ve %12.1) GK ve GK-KS ile analiz edilmistir (Rustaiyan vd.,
2013).

Nepeta heliotropifolia Lam. toprak iistii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde
edilen ugucu yagin ana bileseni olarak GK ve GK-KS analiziyle 1,8-sineol (%19.0),
tespit edilmistir (Sajjadi ve Khatamsaz, 2001).

N. pungens’in ciceklenme asamasinda toplanip kurutulmus toprak {istii
kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ucucu yaginda GK ve GK-KS analiziyle
ana bilesenler olarak geranil asetat (%17.0), limonen (%12.0), 1,8-sineol (%5.8),
sitronellal (%4.9), sabinen (%3.9) tespit edilmistir (Farjam, 2012).
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1,8- sineol o-pinen

Sabinen [-pinen
Sekil 2.2. 1,8-sineol, o-pinen, sabinen ve ff-pinen’ in kimyasal yapilart
Iridoitler,
Monoterpen bilesikler arasinda en sik tespit edilen ana bilesenler iridoit
monoterpen yapisindaki 1-6 nepetalaktonlardir. Nepetalakton bir siklopentan ve bir
lakton halkas1 iceren siklopentanoit monoterpendir. Sekiz stereoizomer nepetalakton,

dort diastereoizomer ve bunlara karsilik gelen enantiyomerlerden olusmustur

(Formisano vd., 2011).

Nepetalakton

Sekil 2.3. Nepetalaktonun kimyasal yapisi
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N. cataria’nin farkli gelisim asamalarindaki ugucu yag bilesiminin arastirildigi
bir calismada, toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagda
GK/KS yontemiyle ana bilesenler olarak 4aa, 7a, 7af-nepetalakton (%55-59) ve 4aa,
7B, 7aa-nepetalakton (%30-31.2) izole edilmistir (Mohammadi ve Saharkhiz., 2011).

Hindistan’in Garhwd bdélgesinden c¢igeklenme asamasinda toplanan, Nepeta
gooaniana Benth’in toprak {istli kisimlarindan buhar distilasyonuyla elde edilen ugucu
yagda {i¢ ana bilesen pregeijeren (%38.4), (+) - izoiridominnesin (%16.5) ve 4aa, 7a,
7ao-nepetalakton (%13.9) izole edilmistir (Kashyap vd., 2003).

Kilig ve Kokten (2020), Tiirkiye’deki bazi endemik bitki tiirlerinin ugucu yag ve
yag asidi bilesikleri {iizerinde yaptigi c¢aligmalarinda N. congesta var. congesta
yapraklarindan elde edilen ugucu yagi i¢in GK-KS analizi yontemiyle nepetalakton

(%14.5) bilesigine sahip oldugunu bulmuslardir.

N.sintenisii Bornm’un toprak {stli kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagin kimyasal bilesimi GK/KS yontemi ile analiz edilmis ve ana bilesen olarak
4aP, 7a, 7ap nepetalakton (%23.4) olmak iizere kirk bilesen belirlenmistir (Sajjadi,
2005).

N. nuda subsp. nuda ¢igeklerinden su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin
ana bilesenleri olarak 4aa, 7a, 7af-nepetalakton (trans-cis-nepetalakton) (%50.0), 4aa,

7a, 7ac-nepetalakton (cis-trans-nepetalakton) (%2.6) tespit edilmistir (Akbaba, 2018).

N. meyer Benth ve N. cataria L. tiirlerinin toprak {stii kisimlarindan su
distilasyonuyla elde edilen ugucu yagin %63-70’inin nepetalakton izomerlerinden (4aa,

7a, 7ap ve 4aa, 7a, 7an) olustugu tespit edilmistir (Huseynova ve Maharramov, 2017).

N. meyeri Benth’in toprak {istii kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen
ucucu yagin ana bilesenleri GK/KS yontemiyle 4aa, 7a, 7aB-nepetalakton (%53.2), 1,8
sineol (%29.3) ve kafur (%4.1) olarak analiz edilmistir (Sefidkon ve Shaabani, 2004).

Nepeta persica Boiss.’in  ¢icek, yaprak, gévde ve kokiinden Clevenger
apareyiyle hidrodistilasyon yontemi kullanilarak elde edilen ugucu yagin 4af, 7a, 7ap-
nepetalakton (sirastyla %58.5, %62.3, %66.2 ve %27.1) ve 4aa, 7a, 7af-nepetalakton
(swrastyla %33.0, %28.3, %24.9 ve %7.6) icerdigi GK ve GK/KS ile analiz edilmistir
(Shafaghat ve Oji, 2010).
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N. racemosa bitkisinin toprak {iistii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagmin ana bilesenlerinin 4ap, 7a, 7ap-nepetalakton (%33.6), 4aa, 7o,
7ap-nepetalakton (%25.6), 4aa, 7a, 7ac-nepetalakton (%24.4) oldugu GK ve GK/KS
yontemiyle analiz edilmistir (Dabiri ve Sefidkon, 2003).

Nepeta mahanensis toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagda, ana bilesen olarak nepetalakton (%37.6) Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi yontemiyle analiz edilmistir (Sefidkon vd., 2006).

N. pogonosperma’nin toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagda ana bilesenler olarak 4aa, 7a, 7ap-nepetalakton (%57.6) bulundugu GK-
KS yontemiyle tayin edilmistir (Ali vd., 2012).

4aa, 70, 7aa-nepetalakton 4aa, 7a, 7af-nepetalakton

Sekil 2.4. 4aa, 70, 7aa-nepetalakton ve 4aa, 70, 7af-nepetalakton 'un kimyasal yapisi

2.4.1.2. Seskiterpenler

Seskiterpenler, 15 karbonlu terpenlerdir. Bazi seskiterpenler de monoterpenler
gibi ucucudurlar ve kaynama noktalari monoterpenlere gore daha yiiksektir (Y1lmaz,

2011).

N. nuda subsp. nuda ¢igekli kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen ugucu
yagin bilesiminde karyofillen oksit (%10.9), (+)-spatulenol (%3.3), trans-p karyofillen
(%2.7) ve germakren-D (%2.4) bulunmustur (Akbaba, 2018).

Nepeta heliotropifolia Lam. toprak iistii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde
edilen ucucu yagin bilesiminde karyofillen oksit (%14.2), B-karyofillen (%11.3),
spathunol (%38.3) rapor edilmistir (Sajjadi ve Khatamsaz, 2001).
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Nepeta mahanensis toprak usti kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagda, ana bilesenlerden biri olarak, germakren-D (%6.5) Gaz Kromatografisi-

Kiitle Spektrometresi yontemiyle analiz edilmistir (Sefidkon vd., 2006).

Nepeta flavida Hub.-Mor. un toprak {istli kisimlarindan su distilasyonuyla elde
edilen ugucu yagin bilesiminde GK ve GK-KS analiziyle B-karyofillen tespit edilmistir
(Tepe vd., 2007).

N. congesta’nin toprak istii kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen ugucu
yagm bilesiminde GK-AID ve GK-KS ile germakren-D (%21.4) tespit edilmistir
(Azizian vd., 2021).

N. strausii  ¢igekleri ve N. saccharata toprak st kisimlarindan
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yag bilesimlerinde germakren-D sirastyla %18.5 ve
%11.6 oranlarinda GK ve GK-KS ile analiz edilmistir. Ayrica N. strausii’de karyofillen
oksit (%5.4) ve B- karyofillen (%4.9) bulunmustur (Rustaiyan vd., 2013).

N. congesta var. congesta’nin toprak {istii kisimlarindan su distilasyonuyla elde
edilen ugucu yagda GK ve GK/KS analizi yontemiyle germakren-D (%20.3) tespit
edilmistir (Kaya vd., 2007).

N. sintenisii Bornm'un toprak {istli kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagin bilesenleri arasinda elemol (%16.1), (E)-B-farnesen (%9.5), B-bisabolen
(%4.2) ve germakren-D (%3.5) bulunmustur (Sajjadi, 2005).

N. makuensis Jamzad’1n toprak {istii kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen
ucucu yagda GK-KS ile oksijenli seskiterpenler olarak viridiflorol (%17.5), T-kadinol
(%10.7) ve spatulenol (%9) analiz edilmistir (Habibi vd., 2004).

N. depauperata Benth'in toprak iistii kisimlarindan buhar distilasyonuyla elde
edilen ugucu yagin seskiterpen bakimindan zengin ana bilesenleri; spatulenol (%31.84),
B- karyofillen (%12.93), karyofillen oksit (%10.27), a-kadinol (%5.41) olarak GK/KS
ile analiz edilmistir (Mehrabani vd., 2004).

N. curviflora Boiss'in toprak istli kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yagmin bilesiminde GK ve GK-KS ile yiiksek miktarlarda -karyofillen (%41,6),
karyofillen oksit (%9.5), (E)-B-farnesen (%6.2) ve (Z)-B-farnesen (%4.8) igerdigi
gozlenmistir (Mancini vd., 2009).
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N. haussknechtii toprak iistii kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen ugucu
yagin bilesiminde GK ve GK/KS ile elemol (%11.4), ayn1 yontemle elde edilen N.
sessilifolia ugucu yaginda germakren-D (%7.3) tespit edilmistir (Jamzad vd., 2008).

N. curvidens toprak iistii kisimlarinin hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin
GK/KS ile kimyasal analizi sonucunda ana bilesikler trans-karyofillen (%17.53), allo-
spatulenol  (%13.41), germakren-D (%10.12), aromadendren (%]1.56) olarak
gbzlenmistir (Ashrafi vd., 2020).

GK-KS ve GK-AID analizi sonucunda N. heliotropifolia ve N.congesta var.
cryptantha’nin toprak istii kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen ugucu yagin
bilesiminde nepetalakton icermedikleri ana bilesenlerinin germakren-D (sirasiyla %36.7

ve %38.5) oldugu bulunmustur (Akdeniz vd., 2020).

Karyofillen oksit Germakren-D S-karyofillen [-farnesen
Sekil 2.5. Karyofillen oksit, germakren-D, p-karyofillen ve p-farnesen’in kimyasal yapisi

2.4.2. Diterpenler

Dort izopren molekiilinden meydana gelen farmakolojik etkilere sahip olan
diterpenler 20 karbonlu olup, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan heterojen

bilesiklerdir (Y1lmaz, 2011).

Nepeta teydeanin toprak listlii kisimlarindan iki abietan diterpen netidiol A ve

netidiol B ayrica netiol de izole edilmistir (Fraga vd., 1998).

N. obtusicrenanin toprak iistii kisimlarinin diklorometan ekstresinden YBSK ile
yeni bir diterpenoit olan 14a-asetoksi-6-okso-abieta-7-en (obtusikrenon) izole edilmistir

(Yilmaz vd., 2016).
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N. sorgerae’nin toprak istii kisimlarmin diklorometan ekstresinden YBSK ile

yeni bir izopimaran diterpenoit olan sorgerolon izole edilmistir (Y1lmaz vd., 2012).

Nepeta crassifolia toprak {stii kisimlarinin etanollii ekstresi vakumlu sivi
kromatograsine tabi tutularak bir keton (krassifon), yaglh asit kismi (krassifoat) ile
birlestirilmis bir pentasiklik triterpenoit ve bir asiklik diterpenoit (krassifol) izole

edilmistir (Ibrahim ve Ali, 2007).

N. juncea toprak tstii kisimlarinin metanollii ekstresinden bir yeni klerodan tipi

diterpen aldehit nepetanal izole edilmistir (Hussain vd., 2009(a)).

2.4.3. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olusan karbon iskeletine sahip, biyosentetik
olarak 30 karbonlu asiklik hidrokarbon squalenden elde edilen bilesiklerdir (Yilmaz,
2011).

N. obtusicrena'nin toprak {istli kistmlarinin diklorometan ekstresinden bilinen iki
triterpen oleanolik asit ve ursolik asite ek olrak YBSK ile yeni bir triterpen, 2a, 3, 19a,

24-tetrahidroksi-11-okso-olean-12-en (nemrutolon) izole edilmistir (Y1ilmaz vd., 2016).

N. caesera’nin toprak istii kisimlari/kokleri aseton ve diklorometan ile ayri ayri
ekstraksiyona tabi tutulmus iridoit triterpenler olarak 3’ a-[olean-12-en-28-0yl-3B-oksi]
dihidro-nepetalakton,  3'a-[lup-20(29)-en-28-0l-3B-oksi]dihidronepetalakton,  3'[B-
sitosteryl-3-oksi] dihidronepetalakton izole edilmistir. Yap1 aydinlatmasi 1D-NMR ve
2D-NMR yontemleri ile yapilmistir (Topgu ve Ulubelen, 2007).

Nepeta eriostachiya’nin toprak tstii kisimlarindan iki nadir ursan triterpen, 2a,
3o-dihidroksi urs-12-en-28-oik asit ve 2a, 3f-dihidroksi-12-en-28-oik asit, yeni
triterpen, nepetoik asit 2a-metoksi-3p-hidroksiurs-12-en-28-oik asit metil esterleri izole

edilmistir (Bhandari vd., 1990).

Nepeta nuda ssp. albiflora’nin toprak tistii kisimlarinin hekzanl ektresi silika-jel
kolonu ile fraksiyonlanmis ve betulinik asit; asetonlu ekstresi ise flash-kolon
kromatografisine tabi tutulmus ve oleanolik asit, ursolik ait ve betulinik asit icerdigi

tespit edilmistir (Kokdil vd., 1999).
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N. binaludensis ve N. crassifolia’nin toprak istii kisimlarmin metanollii
ekstresinden silika-jel kolon kromatografisi eliient olarak CH2Cl2-EtOAc kullanilarak
artan polaritelere gore ursolik asit (sirasiyla 3.8 ve 1.7 g N. crassifolia ve N.
binaludensis i¢in) ve oleanolik asit (sirastyla 2.4 ve 3.9 g N. crassifolia ve N.

binaludensis i¢in) saflagtirilmistir (Tundis vd., 2012).

N. heliotropifolia’nin  toprak 1istii kisimlarindan kloroform ekstresiyle
kromatografik yontemlerle oleanolik asit ve ursolik asit izole edilmistir. 'H- ve *C-
NMR verileri onceden yaymlanmis verilerle karsilastirarak sirasiyla oleanolik asit,

ursolik asit olarak yapilar1 aydinlatilmistir (Giivenalp vd., 2009).

oleanolik asit ursolik asit

Sekil 2.6. Oleanolik asit ve ursolik asitin kimyasal yapisi

2.4.4. Flavonoitler

N. congesta dahil 36 bitki tiirlinden en fazla izole edilen flavon bilesigi

sirsimaritin (6-Metoksi-7-metilapigenin) olarak bulunmustur (Formisano vd., 2011).

N. cataria var. citriodora %70 metanollii ekstresi kolon kromatografisi
kullanilarak izolasyon prosediiriine tabi tutulmus ve luteolin 7-O-glukuronit, luteolin 7-
O-glukuronit (1—6) -glukozit, apigenin 7-O-glukuronit ve serbest aglikonlar luteolin ve
apigenin izole edilmis ve kimyasal, kromatografik ve spektral yontemlerle flavonoitler

tanimlanmistir (Modnicki vd., 2007).

N. cataria toprak iistii kisimlarindan elde edilen %70 etanollii ekstresinde YBSK
ile hiperozit, kersitrin, luteolin-7-glukozit, izoramnetin kersetin-3-glukozit, apigenin-7

glukozit, apigenin ve kesretin tespit edilmistir (Duda vd., 2015).
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N. floccosa Benth’in metanollii ekstresiyle diklorometan ve asetonun polarite
sirasinin - artirtlmasiyla kromatografik ayirmalara tabi tutulmus, bazi yari saf alt
fraksiyonlarla birlikte dihidrokamferol (12.5 mg), naringenin (7.6 mg), caulesnarinsid
(25.3 mg) ponsirin (7.9 mg) ve nepetavanol adl1 yeni bir flavanonol tespit edilmistir (Ali

vd., 2015).

N. crassifolia toprak istii kisimlart metanollii ekstresi kolon kromatografisine
tabi turularak apigenin-7-O-glukozit, 8-hidroksisirsimaritin ve sirsimaritin etil asetatta
¢Oziiniir fraksiyonunda tanimlanmustir. Izole edilmis bilesiklerin yapilari, spektral
verilerinin analizi ve literatlir verileri ile karsilastirilarak agiklanmistir (Tundis vd.,

2012).

N. heliotropifolia toprak istii kisimlart metanollii ekstresinden kolon
kromatografisi kullanilarak apigenin 7-O-glukuronit ve apigenin 7-O-glukopiranozit
ayristirilmis ve spektroskopik yontemler kullanilarak analiz edilmistir (Glivenalp vd.,

2009).

N. racemosa, N. saccharata ve N. cataria’nin toprak istii kisimlarindan elde
edilen metanollii ekstresinden YBSK/KS-KS analizi ile yliksek miktarda sirasiyla rutin,

kersetin ve kamferol elde edilmistir (Azizian vd., 2021).

N. cataria, N. racemosa, N. sibirica, N. nuda, N. melissifolia ve N. grandiflora
yapraklarinin aseton ekstresinden apigenin-7-O-glukuronit, sulu ekstrelerinden ise N.

grandiflora haricinde luteolin-7-O-diglukuronit analiz edilmistir (Dienaite vd., 2018).

N. hindostana bitkisi lizerinde yapilan ¢alismada flavonoit, nepitrin-7-O-
glukozit, kromatografik tekniklerle metanollii ekstreden izole edilmistir ve yapisi, kiitle
ve 'H-NMR spektrometrisi gibi farkli spektral tekniklerle aydinlatilmis ve onaylanmistir
(Devi vd., 2021).

2.4.5. Fenolik asitler

Polifenolik bilesikler arasinda yer alan ve benzen halkasina bagli -OH ve -OCH3
gruplart igeren fenolik asitler, bitkilerde genel olarak serbest halde bulunmazlar.
Karboksil gruplar1 karbohidratlar, glikozitler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona

girebilirler ve alkollerle fenol esterler, amino bilesikleri ile de amitleri olustururlar.
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Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagli hidroksil gruplar1 da ¢ok aktif olup, sekerlerle
birleserek glikozitleri olustururlar. Tiim bitkiler aleminde oldugu gibi Lamiaceae

tiirlerinde de bir¢ok fenolik asite rastlanir.

Rozmarinik asit, Lamiaceae familyasindaki en yaygin fenolik asitlerden
biridir; rozmarinik asit, 3,4-dihidroksifenillaktik asidin kafeik asit esteri olan bir

fenilpropanoittir (Sik vd., 2020).

Nepeta cataria var. citriodora’nin %70 metanolli ekstresi kolon kromatografisi
kullanilarak izolasyon prosediiriine tabi tutulmus fenolik asit fraksiyonunda kafeik,
rozmarinik ve p-kumarik asitler kimyasal, kromatografik ve spektral yontemlerle

tanimlanmistir (Modnicki vd., 2007).

N. racemosa, N. saccharata, N. congesta ve N. cataria toprak iistii kisimlarinin
metanollii ekstrelerinde ana fenolik asit ferulik asit (8.0-26.08 g/kg), ardindan
klorojenik asit (1.02-9.18 g/kg), kafeik asit (0.77-1.23 g/kg), gallik asit (0.11-0.37 g/kg)
ve kumarik asit (0.06-0.12 g/kg) olarak bulunmustur (Azizian vd., 2021).

N. heliotropifolia ve N. congesta var. cryptantha’nin ¢iceklerinden elde edilen
etanol ekstresinde GK-KS, GK/AID ve SK-KS/KS ile en fazla rozmarinik asit ve
ardindan apigetrin oldugu tespit edilmistir (Akdeniz vd., 2020).

N. humilis’in yaprak, cicek ve koklerinden elde edilen metanol ekstresinde
fenolik icerigi arastirllmis ve YBSK sonuglarina gore, rozmarinik asidin, bitkinin
incelenen tiim kisimlarinda, 6zellikle ¢iceklerde (0.039 + 0.01 g/kg kuru agirlik) ana
bilesiklerden biri olarak tespit edilmistir. Ayrica cicek ekstresinde klorojenik asit,
luteolin ve apigenin bulunmustur (Gokbulut ve Yilmaz, 2020).

N. cataria, N. racemosa, N. sibirica, N. nuda, N. melissifolia ve N. grandiflora
bitkilerinin yapraklarindan elde edilen aseton, su ve metanol ekstreleri incelenmis,
rozmarinik asit ve klorojenik asit analiz edilmistir (Dienaite vd., 2018).

N. cataria’nin toprak iistli kisimlarindan elde edilen %70 etanollii ekstresinde

YBSK ile rozmarinik asitin (0.25 mg/100 g) oldugu analiz edilmistir (Duda vd., 2015).

YBSK-KS/KS analizi ile, N. trachonitica'nin toprak iisti kismimin etanollii
ekstresinde en az 11 ana fenolik bilesiginin var oldugu belirlenmistir, bunlarin

baslicalar1 rozmarinik asit, klorojenik asit ve kinik asittir (Koksal vd., 2017).
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N. cataria'min geri ¢eviren sogutucu ve UYE (Ultrason Yardimli Ekstraksiyon)
olmak tizere iki farkli ekstraksiyon teknigi kullanilarak elde edilen sulu ve %70 etanollii
ekstrelerinde, gallik asit, 3,4dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik
asit, siringik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, ferulik asit, sinnamik asit, rozmarinik asit

tespit edilmistir (Mihaylova vd.,2013).

Rozmarinik asit Ferulik asit

Sekil 2.7. Rozmarinik asit ve ferulik asitin kimyasal yapist

2.4.6. Steroitler ve yag asitleri

N. clarkei’nin toprak {isti kisimlarindan elde edilen metanol ekstresi kolon
kromatografisine tabi tutularak elde edilen bilesikler arasinda [-sitosterol ve

stigmasterol gézlenmistir (Hussain vd., 2010).

N. binaludensis’in toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstresinde
n-hekzanda ¢oziiniir fraksiyonunda GK ve GK-KS sistemleri ile baglica bilesenlerin
stigmasterol (%20.9), metil linoleat (%9.6), B-sitosterol (%7.5) oldugu analiz edilmistir
(Tundis vd., 2012).

Kilig ve Kokten (2020), Tiirkiye’deki bazi endemik bitki tiirlerinin ugucu yag ve
yag asidi bilesikleri iizerinde yaptig1 calismalarinda N. congesta var. congesta
yapraklarinda GK-KS analizi yontemiyle yag asidi bilesimi palmitik asit (%40.5),
stearik asit (%14.7), petroselinik asit (%14.4), linoleik asit (%5.9), linolenik asit
(%24.5) olarak tespit etmislerdir.

Nepeta nuda ssp. albiflora’nin toprak istii kisimlarinin hekzanli ektresi kolon

kromatografisine tabi tutulmus ve p-sitosterol ve sitosterol 3-on izole edilmistir (Kokdil

vd., 1999).
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Nepeta spicatanin dort farkli ¢oziiciideki (metanol, aseton, kloroform ve
hekzan) ekstreleri iki farkli ekstaksiyon metodu (soxhlet ekstraksiyonu ve
ultrasonikasyon) kullanilarak ekstre edilmis, toprak istii kisimlarindan elde edilen
ekstrelerinin GK-KS verileri, yag asitleri, steroitler, hekzadekanoik asit, linoleik asit,
fitol, hekzadekanoik asit, stigmast-5-en-3-ol ve stigmast-4-en-3-on dahil uzun zincirli

hidrokarbonlarin bulundugunu gostermistir (Patial vd., 2019).

N. distans’m toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin bilesiminde GK-
AID ve GK-KS analizi ile 9-oktadekadienoik asidin metil esteri, (E) -5-eikosen,
tetrakosan, 1-heptadeken, dokosanoik asidin metil esteri, analiz edilmistir (Rehman vd.,

2020).

2.5. Nepeta Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Bu cins {izerinde yapilan farmakolojik ve biyolojik ¢aligmalar, antibakteriyel,
antifungal, bocek kovucu, insektisit, larvisidal, sitotoksik, genotoksik, antimelanogenez,
antioksidan, antikonviilsan, kas gevsetici, analjezik ve antiinflamatuar gibi pek ¢ok

aktiviteye sahip olduklarin1 géstermistir (Akdeniz vd.,2020).

2.5.1. Antioksidan aktivite

Bir antioksidan molekiil, diisiik konsantrasyonlarda bile substrat benzeri
biyomolekiillerin oksidasyonunu geciktiren veya Onleyen bir kimyasal olarak
tanimlanir. Endiistride gidalar1 oksidasyon ve ¢iiriimeden korumak i¢in antioksidanlara
ve daha da 6nemlisi insan viicudunda biyomakromolekiillerin oksidasyondan korunmasi
icin ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle gida ve bitkilerin antioksidan kapasitesi

acisindan degerlendirilmesi ilgi ¢ekicidir (Kdksal vd., 2017).

Giliniimiizde bilimsel ve epidemiyolojik ¢aligmalarin artmasiyla beraber, yiiksek
oranda polifenolik bilesik iceren Lamiaceae familyasi tiirlerinin dogal antioksidan
kaynag1 olarak oksidatif stres ve serbest radikallerin olusturacagi hasara bagl bir dizi
kronik hastalifa karst koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (Ziakova ve
Brandsteterova, 2002; Knezevic vd., 2014).
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Tiirkiye i¢in endemik bir tiir olan N. cadmea'nin ¢esitli ekstrelerinin (etanol,
metanol, aseton ve su) fenolik bilesikleri antioksidan aktivite tutucu yontemleri (DPPH
ABTS, ve H2O: siiriikleme aktivitesi kullanilarak), B-karoten/linoleik asit test sistemi,
fosfomolibdenum metodu ve metal selatlayici aktivitesi degerlendirildiginde, su ekstresi
en yiiksek miktarda radikal siipiirme etkisi (DPPH; 25.54 pg/mL ve ABTS; 14.51
pug/mL) ve antioksidan aktiviteler (B-karoten,%86.91) gostermistir (Kaska vd., 2018).

Biitilhidroksitoluol (BHT) veya butilhidroksianizol (BHA) gibi yaygin olarak
kullanilan sentetik antioksidanlarin saglik iizerine olasi olumsuz etkilerine iliskin
endiseler, aragtirma ilgi alanlarini, cogunlukla yaygin olarak tiiketilen gidalardan dogal

kaynaklardan antioksidan bulmaya yonlendirmistir (Tzima vd., 2018).

Nepeta flavida ugucu yaginin ve ¢esitli ekstrelerinin (hekzan, diklorometan ve
metanol alt fraksiyonlar1), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH®) ve B-karoten-linoleik
asit deneyleri kullanilarak olasi antioksidan aktiviteleri icin incelenmistir. Ekstreler
arasinda en giiclii aktivite, 63.2 + 1.75 pg/mL 1Cso degeri ile metanol ekstresinin polar
alt fraksiyonu tarafindan sergilenmistir. B-karoten-linoleik asit sisteminde, N. flavida
ucucu yagi, linoleik asit oksidasyonuna karsi %6.3 + 1.69 inhibisyon sergilemistir (Tepe

vd., 2007).

N. nuda, N. melissifolia ve N. sibiricanm sulu ekstrelerinin biyolojik olarak aktif
bilesiklerce zengin bir kaynak olarak gozlemlendigi ¢caligmada, ESI kiitle spektrometresi
ile birlestirilmis ¢evrimici YBSK-UV DPPH* siiplirme yontemiyle dokuz radikal
temizleyici tespit edilmis; ekstrelerdeki baslica bilesiklerin antioksidanlar olan fenolik

asitleri ve flavonlar1 temsil ettigi belirtilmistir (Dienaite vd., 2018).

N. curviflora yaprak ve cigeklerinden mikrodalga ultrasonik cihaz kullanilarak
elde edilen ugucu yagdan GK-KS ile analiz edilen karyofillen oksit ve karyofillen
konsantrasyonlarinin, ugucu yagin antioksidan aktivitesine onemli Olgiide katkida

bulundugu diistiniilmiistiir (Jaradat vd., 2020).

N. floccosa'min metanollii ekstresinden izole edilen bilesikler, nepetavanol ve
dihidrokamferol, siiperoksit ve difenilpikrilhidrazil radikal silipiirme kabiliyetinin
spektroflorimetrik analizine dayali olarak Onemli antioksidan aktivite gostermistir
(swrastyla ICso= 99.793 + 0.860 ve 127.235 + 0.812), naringenin, kulesnarinsit ve

ponsirin ise orta derecede aktivite gostermistir (Ali vd., 2015).
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N. cataria toprak stii kisimlarinin etanollii ekstesinde DPPH radikaliyle ECso
degeri (serbest radikalin %50'sinin tilkenmesi i¢in gerekli olan ekstre konsantrasyonu)
11:00°’da 1.62 + 0.029 olarak belirlenirken 16:00°da 1.71 £+ 0.031olarak belirlenmistir.
Giines 15181 bitkiler i¢in stres yaratabildigi ve bu nedenle kendilerini radyasyona

kars1 korumak i¢in daha fazla antioksidan iirettigi belirtilmistir (Duda vd., 2015).

N. congesta dahil 36 bitki tiirlinden en fazla izole edilen flavon bilesigi
sirsimaritin (6-Metoksi-7-metilapigenin) olarak bulunmustur (Formisano vd., 2011).
Sirsimaritin, ABTS testinde 2.04 uM TEAC degeri ile iyi bir aktivite gostermis ve 1
mg/mL  konsantrasyonda demir iyonunu 0.5 pM Trolox esdegeri kadar
diistirmistiir. Sirsimaritin'in yapisi, C-halkasinda 4-okso fonksiyonu ile birlikte 2,3-¢ift
bag, B-halkasinda bir 4-hidroksi grubu ve A-halkasinda 5. pozisyonda bagka bir serbest
hidroksil grubu sunar bu yap1 flavonoitlerin gii¢lii radikal temizleyici aktiviteleri igin

gerekli yapisal unsurlardan biridir (Tundis vd., 2012).

Sirsimaritin (6-Metoksi-7-metilapigenin)

Sekil 2.8. Sirsimaritinin kimyasal yapisi

N. cataria'nin farkl ekstrelerinin DPPH ve nitrik oksit (NO) serbest radikal
temizleme etkileri incelenmistir. %70 etanol ekstresinin 10-1000 pg/mL inhibitor
konsantrasyonunda en giiclii serbest radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu,
ardindan petrol eteri ve kloroform ekstrelerinin geldigi, en diisiik aktiviteleri ise etil

asetat ve etanol ekstrelerinin sergiledigi goriilmiistiir (Naguib vd., 2012).

N. ciliciamin etanol ekstresinin, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD)
aktivitesinde bir azalmaya ve katalaz (CAT) aktivitesinde bir artisa neden oldugu

gozlenmistir. Bununla birlikte, N. italica' nin etanol ekstresinin, siiperoksit dismutaz
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(SOD) ve CAT aktivitelerinde bir azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Yazici
vd.,2012).

N. laevigata yapraklarindan hidrodistilasyonla elde edilmis ugucu yag iizerinde
yapilan bir ¢aligmada yaprak ugucu yaginin, yag konsantrasyonunun artmasiyla artan en
diisiik konsantrasyonda en yiiksek DPPH serbest radikal temizleme giiciine (%84.67)
sahip oldugu bulunmustur. Bu, yaprak ugucu yag icin ICso degerlerinin 5,54 mg/mL
oldugu ve BHT, katesin ve gallik asit i¢in sirasiyla 3.31, 5.60 ve 1.61 oldugu
karsilagtirmali olarak goriilmiistiir (Joshi, 2014).

2.5.2. AChE ve BChE enzim inhibisyonu aktiviteleri

N. obtusicrenamm toprak istii kisimlarindan elde edilen diklorometan ve
metanol ekstresinden aromatik olmayan C halkasina sahip bir abietan diterpen olarak
izole edilen obtusikrenon, yiiksek asetilkolinesteraz inhibe edici aktivite gostermistir.
Abietan diterpen ve ii¢ triterpenin, AChE enzimine kars1 secici aktivite sergiledigi ve

BChE'ye kars1 higbir aktivite gostermedigi gozlenmistir (Y1lmaz vd.,2016).

Anadolu'da (Nemrut dagi) yetisen N. sorgerae Hedge et Lamond'un
diklorometan ve metanol ekstrelerinin BChE inhibisyon aktivitesi yiiksek
bulunmamistir (swrastyla %13.9 + 0.4 ug/mL ve 5.3 + 0.4 pg/mL), ancak AChE
inhibisyon aktiviteleri daha yiiksek bir ylizde sergilemistir (sirasiyla %55.9 + 1.2 pg/mL
ve 66.7 = 0.7 pg/mL). Izole edilen yeni bilesik izopimaran diterpen sorgerolon, AChE
(ICso= 17.8 pg/mL) ve BChE enzimlerine (ICso= 120 pg/mL) kars1 yliksek inhibisyon
gostermistir (Yilmaz vd., 2012).

N. crispa ve N. saccharata nin toprak iistli kisimlarindan elde edilen metanol
ekstrelerinde AChE inhibisyon aktivitesi 50pg/mL konsantrasyonda sirasiyla %6 ve
%21.5 olarak belirtilmistir (Dhivya vd., 2014).

N. menthoides Boiss. & Bohse. toprak {istii kistmlarindan hidrodistilasyonla elde
edilen ugucu yag iizerinde yapilan calismada asetilkolinesteraz inhibitor testinde, 1Cso
64.870 pg/mL degeriyle antikolinesteraz inhibitér aktivitesine sahip oldugu
gozlenmistir (Kahkeshani vd., 2014).
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N. cataria’nin su distilasyonuyla elde edilen ugucu yagi iizerinde yapilan bir
calismada AChE (Asetilkolinesteraz) aktivitesini Onemli Olgiide inhibe ettigi
gosterilmistir. Sonuglar, Nepeta catariamin ugucu yaginin, yaslilarda goriilen demans
tedavisinde yararli bir hafiza iyilestirici ajan olarak goriilebicegini gostermistir. Altta
yatan etki mekanizmasi, anti-asetilkolinesteraz 6zelligine atfedilebilir. Bu aktivitiye en
cok katkida bulunan bilesigin 1,8 sineol olmasinin muhtemel oldugu belirtilmigtir

(Satish, 2013).

2.5.3. Antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteleri

Alt1 Himalaya Nepeta tiriinden (Nepeta leucophylla Benth., Nepeta discolor
Royle ex Benth., Nepeta govaniana Benth., Nepeta clarkei Kanca., Nepeta elliptica
Royle, Benth'ten. ve Nepeta erecta Benth.) elde edilen ucucu yaglar alt1 patojenik
bakteri ve iki mantar susuna karsi in vitro ortamda antimikrobiyal aktiviteleri acisindan
test edilmistir. N. elliptica ve N. erecta'nin ugucu yaglarinin, P. aeruginosa'ya karsi en
ylksek aktiviteyi sergiledigi gozlenmis bu iki ugucu yagi takiben, N. leucophylla ve N.
clarkei'nin ugucu yaglar1 gelmistir. N. elliptica ve N. erecta'dan elde edilen ugucu yagin
ayrica Serratia marcescens'e karsi da etkili oldugu gézlenmistir; N. leucophylla'dan elde
edilen ugucu yag Proteus vulgaris ve Staphylococcus aureus'a karsi onemli aktivite

gostermistir (Bisht vd., 2010).

N. pungens’in g¢igeklenme asamasinda toplanip kurutulmus toprak distii
kisimlarindan hisrodistilasyonla elde edilen ugucu yaginda GK ve GK-KS analiziyle
ana bilesenler olarak geranil asetat (%17.0), limonen (%12.0), okaliptol (%5.8), bornil
asetat (%35.3) belirlenmis ve ugucu yag bilesimi S. aureus’a karst orta diizeyde anti-

bakteriyel aktivite gdstermis ve biiyiimesini inhibe etmistir (Farjam, 2012).

Nepeta transcaucasica Grossh’un toprak Ustii kisimlarinin hidrodistilasyonuyla
elde edilen ugucu yagindan GK ve GK/KS ile 4aa, 7a, 7af- nepetalakton (%39), 4aa,
7o, Tao- nepetalakton (%28) ve germakren-D (%15) ana bilesenler olarak analiz edilmis
ve ucucu yagin antikandidal etkileri, sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak yedi
Candida susuna kars1 degerlendirilmistir. C. glabrata ve C. tropicalis'e kars1 sirasiyla
0.09 ve 0.375 mg/mL'lik minimum inhibitér konsantrasyonlarinda (MiK'ler) iyi
inhibitor etkiler gdstermistir (Iscan vd., 2011).
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Nepeta elliptica Royle ex Benth'in toprak dsti kisimlarindan buhar
distilasyonuyla elde edilen ugucu yag igerigindeki antifungal bilesenlerin tanimlanmasi,
bu bilesenlerin misel biiyiimesi ve spor c¢imlenmesinin Onlenme potansiyelinin
incelendigi calismada, iceriginde bulunan nepetalaktonun Helminthosporium maydis,
Fusarium  oxysporum, Rhizoctonia solani,  Alternaria solani,  Curvularia
lunata, Albugo candida'ya karst miselyum biiyiimesi iizerinde yiikksek inhibe edici

aktivite gosterdigi belirtilmistir (Kumar vd., 2014).

Dort Nepeta tirinden (Nepeta atlantica Ball, Nepeta tuberosa L. subsp
reticulata (Desf.) Maire, Nepeta cataria L., Nepeta granatensis Boiss) buhar
distilasyonu elde edilen ucucu yagin GK-KS ile kimyasal bilesiminin analiz edildigi ve
antibakteriyel aktivitesinin test edildigi ¢alismada S. aureus ve E. coli suglarinin ugucu
yaga en duyarli suslar oldugu (MiK'ler 4.37 ile 16.25 pL/mL arasinda degismistir)
gosterilmistir. 4aoa, 7a, 7aB-nepetalaktonun E. coli ve S. aureus suslarina karsi

antibakteriyel aktivitede 6nemli bir rol oynadigini 6ne siiriilmiistiir (Zenasni vd., 2008).

N. cataria ugucu yagi ve metanol ekstresinin in vitro antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteleri ve ugucu yag bilesimi arastirildigi bir ¢calismada 4aa, 7a, 7ap-
nepetalakton (%70.4)’ca zengin yag, on bir bakteri ve on iki mantar ve C. albicans'a
kars1 aktivite sergilemistir; MIK degerleri 12.50 ile 250 pg/mL arasinda degismistir;
metanol ekstresi daha zayif aktivite gostermistir (Adigiizel vd., 2009).

Nepeta camphorata ve Nepeta argolica ssp. dirphya toprak {iistii kistmlarindan
elde edilen ucucu yagin kimyasal bilesimi ana bilesenlerinin sirasiyla 1,8-sineol ve iki
nepetalakton oldugu GK-KS ile analiz edilmistir. Iki yagin ve ii¢ izole edilmis bilesigin,
klinik olarak izole edilmis ve ticari Helicobacter pylori susuna karsi in vitro aktivitesi

arastirilmis ve bir miktar aktivite bulunmustur (Kalpoutzakis vd., 2001).

Gida kaynakli enfeksiyonlarin ana nedenleri olan S. aureus, B. cereus, L.
monocytogenes, E. coli, Shigella spp. ve Salmonella spp. gibi tlirler iizerinde yapilan bir
calismada N. cataria’nin toprak istlii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin 0.125-2
pL/mL konsantrasyonda patojenleri inhibe ettigi ettii gézlenmistir (Zomorodian vd.,

2012).

Tosun vd., (2004), antimikobakteriyel etkinlik iizerine yaptiklar1 ¢aligmalarinda,

Van’dan toplanan N. congesta var. congesta bitkisinin toprak iistii kisimlarinin etanolle
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hazirlanmis ekstresi Mycobacterium tuberculosis H37Ra' ya karst mikroplaka Alamar
mavi test testi ile taranmig ve 200 pg/mL konsantrasyona kadar mikroorganizmanin

bliylimesini engelleyemeyen ekstre inaktif olarak kabul edilmistir.

In vivo ve in vitro olarak c¢ogaltilan N. nudamin metanol ve kloroform
ekstrelerinin antiviral aktiviteye sahip oldugunu goézlenmistir. Dogadan toplanmis
bitkinin metanol ekstresi gibi dogadan toplanmis bitkinin kloroform ekstresi ve
laboratuvarda iretilmis bitkinin kloroform ekstresi, MDBK (Madin-Darby sigir
bobregi) hiicrelerinde HSV (Herpes Simpleks Viriis) tip 1 ve tip 2 replikasyonuna karsi
gliclii bir inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Todorov vd., 2015).

2.5.4. Analjezik ve antiinflamatuar aktivite

Nepeta clarkei Hook'un toprak {isti kisimlarinin kloroformda ¢6ziinen
kismindan kirmanoik asit ve kurramanoik asit adli iki yeni pentasiklik triterpen izole
edilmistir. Kirmanoik asit analjezik, antiinflamatuar ve MSS depresan aktiviteleri
acisindan aragtirllmistir.  Kirmanoik asit, asetik kaynakli kivranma ve formalin
testlerinde standart ilactan daha giiclii analjezik aktivite gostermistir. Benzer sekilde
kirmanoik asit de standart ilacindan daha gii¢lii antiinflamatuar aktivite gostermistir

(Hussain vd., 2012).

Orfali vd., (2018), cinsin halk arasindaki kullaniminin dogrulugunu kanitlamak
icin yaptiklar1 calismada N. deflersiana’nin birbirinden farkli ekstrelerinden 8-epi-7-
deoksikloganik asit ve ursolik asit izole etmisler ve biyolojik aktivite c¢aligmasi
sonucunda halk ilaclarinda antidiyabetik, antioksidan ve antiinflamatuar bir ilag

olarak kullanilmasinin hakli oldugu sonucuna varmislardir.

N. caesarea’m ugucu yaginin ¢ok yiiksek seviyelerde 4aa,70,7aa-nepetalakton
(%92-95) icerdigi gozlenmis, opioid reseptdrlerinin dahil oldugunu gosteren nalokson
tarafindan bloke edilen belirgin sedasyonun yani sira Onemli analjezik aktivite
gostermistir. Nepetalakton iskeleti, kan-beyin bariyerini kolayca ge¢ip merkezi sinir
sisteminde aktif olabilen lipofilik bir yapiya sahip oldugu icin sentetik ve tibbi ilaglar
i¢cin yeni prototip opioid analjezik gorevi gorebilecegi belirtilmistir (Aydin vd., 1998).

Karragenan kaynakli penge Odeminde ratlarda Nepeta sibthorpii metanol

ekstresinin (50 mg/kg, po), ursolik asit ve polifenol fraksiyonunun (50 mg/kg, po)
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metanol ekstresine karsilik gelen doz) anti-inflamatuar aktivitesi incelenmistir. Bu
deneysel modelde, pence 6deminde 6nemli bir inhibisyon gozlenmistir (Miceli vd.,

2005).

N. pogonosperma’nin toprak istli kisimlarindan elde edilen ugucu yaginin
analjezik ve antinosiseptif etkileri iizerine ¢aligma yapilmis ve hem akut termal (kuyruk
vurusu) hem de kronik veya kalic1 formalin agr1 uyarisina ve formalin kaynakli pence
O0demi modeline kars1 giiglii antiinflamatuar etkiye maruz kalan siganlarda giiclii

antinosiseptif etkiler ortaya ¢ikardig1 gozlenmistir (Ali vd., 2012).

N. cataria var. citriodora ugucu yag1 lizerinde yapilan calismada asetik asit
kivranma refleksinden ve karragenan kaynakli 6dem testlerinden elde edilen verilere
gore periferik antiinflamatuar analjezik etkiler sundugu belirtilmistir. Tail immersion
testi, farmakolojik etkilere kappa ve delta reseptorleri yerine mu opioid reseptdrlerinin

aracilik ettigini gosterdigi belirtilmistir (Ricci vd., 2010).

2.5.5. Antikanser ve sitotoksik aktivite

N. curvidens ugucu yaginin sitotoksisite sonuglar1 farkli kanser hiicre hatlari
lizerinde konsantrasyona bagli bir etki gostermis, ugucu yag konsantrasyonlarinin
artmastyla hiicre ¢cogalmasi oran1 azalmistir. Ugucu yagin en yiiksek etkisi, en diisiik
konsantrasyonda (ICso= 133.2 pg/mL) en yiiksek inhibisyonla akciger kanseri hiicre
hatt1 (A549) tizerinde gozlenmistir (Ashrafi vd., 2020).

N. glomerata ugucu yagiin test edilen iki insan tiimor hiicre hattina (renal
adenokarsinoma ve amelanotik melanoma) karsi 6nemli antibakteriyel, antiinflamatuar
ve sitotoksik aktivitelere sahip oldugu acikca gozlenmistir. Biyolojik aktivite kismen
terpenlerin, 6zellikle a- pinen, spathulenol ve karvakrol gibi monoterpenlerin varlig: ile

aciklanmistir (Rigano vd., 2011).

N. ucrainica L. spp. kopetdaghensis ugucu yaginin insan yumurtalik karsinomu
A2780 hiicre hatt1 ve insan meme adenokarsinomu MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki
sitotoksik etkileri, 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-bifenil tetrazolyum bromiir ile test
edilmis, hem A2780 hem de MCF-7 hiicreleri i¢in 50 pg/mL'den az ICso degerleri ile
test edilen hiicre hatlarina karsi sitotoksik oldugu bulunmustur (Shakeri vd., 2014).
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N. deflersiana’nin kloroform ekstresinin segilen alt fraksiyonlarinin, MCF-7 ve
A-549 hiicrelerinin canliligin1 6nemli oOlgiide azalttigin1 ve hiicre morfolojisini

konsantrasyona bagli bir sekilde degistirdigi gdzlenmistir (Al-Oqail vd., 2015).

N. govaniana ugucu yag siilforhodamin B kullanilarak akciger (A549), gogiis,
pankreas ve kolon (HCT-116 ve Colo-205) olmak {izere bes kanser hiicre hattindan
olusan bir panele kars1 sitotoksik aktivite acisindan taranmistir. N. govaniana ugucu
yag1, kanser hiicrelerinin konsantrasyona ve hiicre hattina bagl biiylime inhibisyonunu
sergilemis ve akcigere (A549; 1Cso, 19.1 + 0.9ug/mL), ardindan kolon (Colo-205; 21.3
+ 1.1 pg/mL'in ICso'si) kanser hiicre hatlarina kars1 en aktif oldugu bulunmustur (Dar

vd., 2014).

N. cataria L.’nin n-hekzan, diklorometan, etil asetat, n-butanol ve sulu
ekstrelerinin sitotoksik ve apoptojenik aktivitesi ile bitkinin toprak {istii kisimlarindan
elde edilen ugucu yag PC3, DU-145 (prostat) ve MCF-7 (meme) hiicre hatlan ile
degerlendirildigi bir ¢calismada N. cataria'nin etil asetat ekstresi PC3’te en diisiik 1Cso
degerini vermistir. Etil asetat yar1 polar bir ¢oziicii oldugundan sitotoksik aktivite

tizerinde yar1 polar bilesiklerin sorumlu oldugu belirtilmistir (Emami vd., 2016).

2.5.6. MSS (Merkezi Sinir Sistemi) iizerine aktivite

N. sibthorpii toprak iistii kisimlarimin metanol ekstresi MSS iizerinde etki
gbstermis, sodyum pentobarbitalin etkisini arttirdig1 ve antikonviilsan etkide degisikler
gbzlemlendigi sonucu bildirilmistir. Ugucu yaginin ve metanol ekstresinden elde edilen
epinepetalakton igeren fraksiyonun rodentlerde nérofarmakolojik aktivitesi incelenmis
ve genel davranis modelinde kesin degisikliklere, sodyum pentobarbitalin neden oldugu
uyku siiresinin giiclenmesine ve pentilentetrazol (PTZ) ile uyarilan konviilsiyonlara

kars1 korumaya neden olmustur (Galati vd., 2004).

N. sibthorpii toprak istii kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinden bir
terpenoit olan ursolik asit izole edilmis. Ursolik asidin (2.3 mg/kg) farelerde oral
uygulamasi, spontan motor aktiviteyi ve pentilentetrazol (PTZ) ile indiiklenen
nobetlerin sayisin1 ve letalitesini azaltarak MSS iizerinde 6nemli bir depresan etki

yaratmistir (Taviano vd., 2007).
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N. persica’nin toprak {istii kisimlarindan elde edilen hidroalkolik ekstresinin, 50
mg/kg dozda diazepamdan daha az yatistirict ve hipnotik etkiye sahip anksiyolitik
etkiye sahip oldugu ve 100 mg/kg’de spesifik olmayan bir uyariya neden oldugu
bildirilmistir (Rabbani vd., 2007).

N. glomerulosa’nin toprak {isti kisimlarinin n-butanollii ekstresinin uyku
tizerindeki hipnotik etkisi arastirilmis ve 50-200 mg/kg'de uyku siiresini uzatmistir. Bu
hipnotik etki, diazepamin neden oldugu etkiye benzer olarak
gozlenmistir. N. glomerulosa i¢in LDso degeri 2.4 g/kg olarak bulunmus ve ndronal

hiicrelerin canlilig1 lizerinde toksisite etkisi olmadigi bildirilmistir (Hosseini vd., 2016).

N. bractaeta gigeklerinin metanol ve sulu ekstrelerinin antikonviilsan etkileri
bakimindan degerlendirildigi bir ¢alismada her iki ekstre de, kontrole kiyasla AAEN
(artan akim elektrosok ndbetleri testi) ve PTZ kaynakli konviilsiyonlarda onemli
aktivite gostermistir. AAEN modelinde, daha yiiksek dozda sulu ekstre %16.7 ve PTZ
modelinde daha yiiksek dozda metanol ekstresi, nobete kars1 %33.3 koruma gostermistir

(Bhat vd., 2012).

Norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer, beynin soguk i¢ yapisiyla ilgilidir.
Bagka bir deyisle beynin dokusunun normal, saglikli formundan daha diislik sicakliga
sahip oldugu anlamma gelir. iran Geleneksel Tibbi olarak bilinen bir strateji veya
yaklagim, beynin sicakligmin fiziksel yontemlerle veya tibbi “sicak” bitkilerle
artirtlmasini 6nermektedir. Bu "sicak" bitkilerden biri N. menthoides Boiss ve Buhse'dir.
Genellikle Ostokhodus-e Khorasani olarak da adlandirilir. Epilepsi ve melankoli gibi
norolojik hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bir ilag olarak kullanilir. Dahasi, bu tiiriin
aksotomize spinal motondronlar lizerinde noroprotektif etkilere sahip oldugu iddia

edilmistir (Abdolahi vd., 2017).

2.5.7. Fitotoksik aktivite

N. pannonica’nin toprak tstii kismindan buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu
yaginin kimyasal bilesimi GK ve GK/KS ile ana bilesenler olarak 1,8-sineol (%28.9) ve
4aa, 7B, 7aa-nepetalakton (%14.3) analiz edilmistir. Ugucu yaginin, marul tohumlarma

kiyasla ¢imenlere karst 10 kat daha fazla fitotoksik oldugu ve sirasiyla 0.03 ve 0.3
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mg/mL'de %70 oraninda biiyiimesinde azalma gozlemlendigi, sirastyla 0.3 ve 1.0
mg/mL'de %100 biiyiime inhibisyonu go6zlemlendigi belirtilmistir.  Yagin
fitotoksisitesinin, yagdaki ana bilesenlerinden biri olarak bilinen fitotoksin 1,8-sineoliin

varligindan kaynaklandig1 diistintilmiistiir (Kobaisy vd., 2005).

Nepeta transcaucasica Grossh.'dan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaginin,
bitkiler (Zea mays, Hordeum vulgare, Triticum aestivum) ve zararh otlarin (Cynodon
dactylon, Amaranthus retroflexus, Onopordium acanthium) tohum c¢imlenmesi ve
herbisidal etkisi lizerine yapilan arastirmada, tohumlar 0, 2, 5, 10 ve 20 pL/L petri
ortaminda ¢imlenmeye maruz birakilmistir. Tohumlarin ¢imlenme ytizdeleri (giinliik) ve
fidelerin kok-uzunluklar1 ile kuru agihklart (6. giin) oOlciilmiistiir. Ilave olarak,
cimlenmenin 12., 24. ve 72. saatlerinde tohumlarin endospermlerinde a-amilaz
aktivitesi Ol¢iilmistiir. Calismada GK/KS ile analiz edilen N. transcaucasica'dan elde
edilen ugucu yagin en fazla nepetalakton (%93.75) igerdigi gézlenmistir. Ugucu yag
uygulamalari, ¢imlenen zararli ot tohumlarinda kok-govde uzunluklar1 ve kuru agirlik

tizerinde gii¢lii inhibisyona neden olmustur (Karakus vd., 2019).

Nepeta nuda subsp. albiflora’ nin toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla
elde edilen ugucu yaginda GK-KS ile temel olarak 4aa, 7a, 7ap-nepetalakton (%74.27)
ve 2(1H)-naftalenon, oktahidro-8a-metil-trans- (%10.09) tanimlanmistir. Biyoaktivite
testlerinde, ugucu yagin bes bitki tiirline (7riticum aestivum, Raphanus sativus, Lactuca
sativa, Lepidium sativum ve Portulaca oleracea) karst 6nemli herbisidal aktiviteler

sergiledigi gozlenmistir (Bozok vd., 2016).

2.5.8. Spazmolitik ve antiastmatik aktivite

N. cataria ugucu yaginda literatiir ¢aligmalarina gore 27 bilesik arasinda 1,8-
sineol (%21.00), o-humulen (%14.44), a-pinen (%10.43) ve geranil asetat (%8.21)
tespit edilmistir. Astim ve Oksiirlikte de faydali oldugu diisiiniillen KKB (Kalsiyum
Kanal Blokorii) bilesenleri ile PDE (Fosfodiesteraz) inhibitoriiniin bir arada
bulunmasinin sinerjik potansiyele sahip terapotik kombinasyon sundugu bildirilmistir

(Gilani vd., 2009).
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Tiirkiye'de yapilan etnobotanik arastirmalara gore Nepeta italica’dan hazirlanan
infiizyonun tonik olarak ve brongiti tedavi etmek ic¢in kullanildigi bildirilmigtir

(Yesilada vd., 1993).

Uygur’da geleneksel olarak astim tedavisinde kullanilan N. bracteata sulu
ekstresinin ovalbulmin kaynakli astimli fare modelleri iizerindeki terapétik etkisinin
incelendigi baska bir ¢alismada bitkiden elde edilen ekstrenin akciger patolojisinin yani

sira eozinofil ve notrofil infiltrasyonunu azalttig1 gozlenmistir (Wang vd., 2016).

Nepeta suavis 'in kloroformlu fraksiyonundan izole edilen trisiklik klerodan tipi
diterpen, nepetolid, Ca™ antagonisti ve antispazmodik aktiviteler agisindan
degerlendirilmistir. Izole edilmis tavsan jejunumunda calisildiginda, nepetolid,
verapamilin neden oldugu gibi spontan ve yiiksek K™ (80 mM) ile indiiklenen
kasilmalarin konsantrasyona bagli (0,03-100 uM) gevsemesine neden oldugu ve,
nepetolidin muhtemelen Ca™ kanali aracihgiyla spazmolitik aktivite sergiledigini

gosterdigi belirtilmistir (Khan vd., 2016).

Geleneksel olarak Pers Tibbi’nda alerjik rinitin tedavisinde kullanildig
bahsedilen N. bracteata bitkisi lizerinde ¢ift kor randomize klinik ¢alisma c¢alismasi
yapilmis bitkiden elde edilen surup ve plasebo olarak iki adet surup formiilasyonu
hazirlanmis ve 96 goniillii alerjik rinit hastasinda plaseboya gore N. bracteata’dan
hazirlanan suruptan kullanan hastalarda rinore, hapsirma, burun tikanikligi, kasintili

burun ve okiiler semptomlar iizerinde azalma gozlenmistir (Hajiheydari vd., 2017).

N. ruderalis'in toprak iistii kisimlarindan elde edilen sulu metanol ekstresi, izole
edilmis tavsan jejunumunun spontan kasilmalarinda konsantrasyona bagli bir
spazmolitik etki gostermistir. Gerilime bagh kalsiyum kanallarindan Ca** akis1 veya
sarkoplazmik retikulumdan bosalma ile iliskili hiicre ici Ca*>’daki artis, diiz kasm

depolarizasyonuna neden olmustur (Mahmood vd., 2017).

2.5.9. Anti-aterosklerotik aktivite

Hindistan'da dogal olarak bulunan bitkisel, hayvansal ve mineral kokenli ilaglar
alternatif  tip  sistemindeki ¢esitli  bozukluklarin  tedavisinde yiizyillardir

kullanilmaktadir. Allium sativum, Curcuma longa, ve Nepeta hindostana, igeren

33



poliherbal bir Unani formiilasyonu olan Lipotab'in hiperlipidemili hastalarda kolesterolii

ve trigliseridi diislirdiigli bildirilmistir (Sharma vd., 2010).

N. hindostana’nin metanol ekstresinden flavonoit olarak nepitrin-7-O-glukozit
izole edilmis, klinik Oncesi sonuglar, YYD (yliksek yagh diyet) kontrolii ve simvastatin
ile karsilastirildiginda, nepitrinin 50 mg/kg'lik etkili bir dozda dislipidemiyi 6nemli
Olctide iyilestirdigi gozlenmistir (Devi vd., 2021).

Satureja, Origanum ve Nepeta cinslerine ait bazi taksonlar1 kapsamak lizere
toplam 37 bitkinin etanollii ekstrelerinin in vitro HMG-KoA rediiktaz aktivitesi ELISA
mikroplak yontemi kullanilarak incelenmis ve hiperkolestrolemi hastaligina karsi
muhtemel etkilerinin arastirilmasi i¢in yapilan arastirmada N. congesta var. cryptantha

tizerinde HMG-KoA rediiktaz inhibisyonu gézlenmemistir (Yigitkan vd., 2020).

2.5.10. Vazorelaksan ve trombosit agregasyon aktivite

Nepeta leavigata ve Nepeta kurramensis toprak istii kisimlarinin metanol
ekstrelerinin hekzan, ham ekstre ve kloroform fraksiyonu trombosit agregasyon
aktivitesinde Oonemli aktivite gOstermistir. Nepeta leavigata'nin trombosit agregasyon
aktivitesi {lizerinde yapilan calismada, n-hekzan fraksiyonu, arasidonik asit (AA) (ICso
35 pg/mL) ve trombosit aktive edici faktér (PAF) ile indiiklenen insan trombosit
agregasyonuna karsi aktif bulunmustur (ICso 35 pg/mL) ve metanol fraksiyonunun da
PAF ile indiiklenen insan trombosit agregasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Nepeta
kurramensis'de sadece kloroform fraksiyonu AA ve PAF ile indiiklenen insan trombosit

agregasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (ICso 35 pg/mL) (Ahmad vd., 2011).

Nepeta juncea'nin toprak 1istii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresi
arasidonik asit (AA) ile indiiklenen trombosit agregasyonunu (ICso 35 pg/mL) ve
trombosit aktive edici faktér (PAF) ile indiiklenen trombosit agregasyonunu (ICso 38

ng/mL) doza bagh bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir (Hussain vd., 2009(b)).

N. ruderalis’in toprak tstli kisimlarindan elde edilen %80 etanollii ekstrenin
antitrombotik aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢aligmada,ekstre anti inflamatuar dogasi

ile trombositlerin plaka halinde birikmesine bir etki sergilemis ve dnemli dl¢iide ADP
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ve arasidonik asit kaynakli trombosit agregasyonunu bloke ettigi gozlenmistir (Aleem

vd., 2020).

Hint tibbinda N. hindostana kardiyak astim dahil olmak iizere ¢esitli kalp
rahatsizliklarinda kullanilir. Bitkinin antiplatelet aktivitesinin degerlendirildigi bir
calismada sulu ve etanollii ekstrelerin ikisinde de gii¢lii antiplatelet aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Sulu ekstre, etanollii ekstreden daha giiclii aktivite gdstermistir.
Antitrombosit aktivite gdsteren minimum konsantrasyon 0.5 png/mL olarak belirtilmistir.
Maksimum konsantrasyonda (5.0 pg/mL) kullanilan aspirinden daha giicli oldugu
kanitlanmistir. Aspirin aktivitesi %100 olarak kabul edilirse, Nepeta hindostana’nin 18

pg/mL’sinin aspirine kars1 %133 aktif oldugu goézlenmistir (Ansari vd.,2016).

2.5.11. Kedi cezbedici ve bocek kovucu aktivite

Nepetalaktonun aktivitesi, kedilerde koku alma uyarimi ile sinirh
goriinmektedir. Kedilerde etkisi sistemik veya dogrudan mide uygulamasi ile
indiiklenmezken, klasik koku alma sistemi ve feromonal sistemin anatomik konumu
kedilerde ¢ok yakindir. Feromon salgilanmasinin uyarilmasini destekleyen bir diger
onemli nokta da, su ana kadar diger tiirlerde V. cataria tiirtindeki tepkilerin goriilmemis
olmasidir. Spesifik nepetalakton tepkisi, ayn1 feromonal sistemi paylasan Felidae ile

sinirlidir (Bernachon vd., 2015).

N. cataria ugucu yagi diflizorliniin (Felisept®), kedilerin ev ortaminda stresle
iliskili davranis belirtileri tizerindeki etkilerinin incelendigi bir c¢alismada diflizor
uygulamasindan sonra ev kedilerinin gosterdigi stresle iliskili davraniglarda genel bir

azalma egilimi gosterdigi belirtilmistir (Cannas vd., 2018).

Catnip yagi, pratikte goz i¢in tahris edici degildir. ABD Cevre Koruma Ajansi
tarafindan onaylanan diger sivrisinek kovucularla (DEET, picaridin ve p -mantan-3,8-
diol) karsilastirildiginda, hafif cilt tahrisine neden olabilecek nispeten giivenli bir bocek

kovucu olarak kabul edilebilir (Zhu vd., 2009).

Alkaloitler, monoterpenler veya fenilpropanoitler gibi bir¢ok sekonder bitki
metabolitleri bocekler icin toksiktir; ek olarak, bitkilerden ekstre edilen ugucu yagin,
bazilarinin toksik oldugu gosterilmek iizere, hasere kontrol 6zellikleri agisindan genis

capta arastirilmiglardir (Bozovic ve Ragno, 2017).
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Nepeta menthoides ugucu yag ve metanol ekstresinin larvisidal aktivitesinin
incelendigi caligmada ana sitma vektorii An.stephensi’ ye karst toprak Tstii
kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin (LCs0=234,3 ppm),
perkolasyon yontemiyle elde edilen metanol ekstresinin (LCso= 69.5 ppm) larvisidal

etkiye sahip oldugu gézlenmistir (Mahnaz vd., 2012).

Baz1 nepetalakton izomerleri yalnizca tek bir kimyasal bagin oryantasyonunda
farklilik gosterse de, yine de farkli biyolojik aktiviteler gosterirler. Trans ve cis
izomerleri bazi boceklere karst oldukea toksiktir ve sivrisinek kovucu 6zellikleri oldugu

gosterilmistir (Nestorovi¢ vd., 2010)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Nepeta congesta Fisch. & Mey. var. congesta Fisch. & Mey. 25 Haziran 2020
tarihinde Sivrihisar yolu, Beylikova sapagimndan Ogr. Gér. Dr. O. Koray Yaylaci
tarafindan toplanmuis, teshisi de Dr. Yaylaci tarafindan “Flora of Turkey and the East
Aegean Island” adli eser temel alinarak ve ilgili literatiirlerden faydalanilarak
gergeklestirilmistir. Bitkinin herbaryum 6rnegi Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumu’nda kayit altina alinmistir (ESSE 15805), Nepeta congesta Fisch. & Mey.

var. congesta Fisch. & Mey. gorseli asagida verilmistir (Gorsel 3.1).

Gorsel 3.1. Nepeta congesta Fisch. & Mey. var. congesta Fisch. & Mey. (foto: Ogr. Gor. Dr. Omer
Koray Yaylaci)
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.2.1. Kimyasal maddeler

EDTA

Ferrozin

FeClz
Ka[Fe(CN)s]-3H20
Gallik asit
p-Hidroksibenzoik asit
Klorojenik asit
Sirinjik asit
o-Kumarik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit
Butilhidroksitoluen
Folin-Ciocalteu reaktifi
ABTS**

DPPHe

Donepezil

ATC

BTC

AChE

BChE
(5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic asit) DTNB
Sodyum karbonat
Jelatin

Metanol

Etanol

Etil asetat

Hekzan

Kloroform
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(SigmaAldrich, Almanya)
(Fluka, Almanya)

(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)



3.2.2 Cihazlar

Yiiksek Basarimli (Performansl) S1v1

Kromatografisi (YBSK) sistemi ve SPD DAD

dedektor (Shimadzu Kyoto, Japonya)
Spektrofotometre (Shimadzu Kyoto, Japonya)
Su banyosu (Niive BM 302, Tiirkiye)
Vorteks (IkaGenius 2, Almanya)
Rotavapor (Buchi, Switzerland)
Liyofilizator (Labconco, Kansas City USA)
Mikroplaka Okuyucu (BioTek, Winooski, VT, USA)

3.3. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Farkl polaritede ekstrelerin hazirlanmasi; Golgede kurutulmus N. congesta var.
congesta’nin toprak iistii kisimlar (20 g) mekanik 6giitliciide 6giitiiliip, sirasiyla 400’er
mL, hekzan ve kloroform, etil asetat ve metanol ile mekanik calkalayicida 3’er saat
maserasyona tabi tutulmustur. Islemler her 6rnek icin 2 kez tekrarlanmistir. Sivi
kisimlar mikrofiltreden gegirilerek (0.45 pm) siiziilmiis elde edilen hekzan (NCHE),
kloroform (NCKL), etil asetat (NCEA) ve metanol (NCME) ekstreleri, ayr1 ayri
rotavaporda 40°C’yi gegcmeyecek sicaklikta ¢oziiciilerinden uzaklastirilmistir. Ekstreler

deneyde kullanilincaya kadar 4°C’de buzdolabinda saklanmastir.

Infiizyon hazirlanmasi; Golgede kurutulmus N. congesta var. congesta’nin
toprak tstli kisimlar1 (10 g) mekanik ogiitiiciide ogiitiildiikten sonra 300mL sicak suyla
3 saat boyunca su banyosunda infiizyona tabi tutulmus, islem 2 kez tekrarlanmistir. S1v1
kistm mikrofiltreden gecirilerek (0.45 pm) drogdan ayrilmis, elde edilen infiizyon -
20°C’de dondurularak liyofilize edilmistir (NCINF).
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3.4. MBD-KFME Teknigiyle Ucucu Yag Eldesi

Bitkinin toprak tistii ksimlarinin ugucu bilesikleri mikro buhar distilasyonu- kati
faz mikroekstraksiyon (MBD-KFME) sistemi ile belirlenmistir. Bu amacla Klaisen
distilasyon basglig1 ile donatilmis ve geri ¢eviren sogutucu bagli cam balon
kullanilmistir. KFME fiber girisi i¢in vidali bir kapak kullanilmistir. Numune analizi
icin mavi KFME ucu (65 pm, PDMS-DVB) (Supelco, ABD) kullanilmistir. Analiz
oncesi KFME ucunun temiz olmasin1 saglamak amaciyla adsorban ucu 250 °C'de 15 dk

termal desorbsiyona tabi tutulmustur.

Deneyin Yapilisi: 0.5g toz edilmis bitkisel materyal balon i¢ine konulmus ve
tizerine 3 mL distile su ilave edilerek diizenege baglanmistir. Kaynama gerceklesmeye
basladig1 andan itibaren ekstraksiyon siiresi kaydedilmistir (2 dk). Siire sonunda SPME
ucu Gaz Kromatografisi sistemi enjeksiyon portuna takilarak termal desorbsiyona tabi

tutulmus ve analiz gerceklestirilmistir.

3.5. Fitokimyasal Analizler
3.5.1. Toplam fenolik madde miktari

Bitkiler, reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) kaynaklanan molekiiler hasara karsi
cesitli antioksidan bilesikler iiretir ve fenolikler, bitki kaynakli antioksidanlarin ana

sinifin1 olusturur (Vaya vd, 1997).

Fenolik bilesikler, farkli bitkilerde ikincil metabolitler olarak ortaya ¢ikan bir
grup fitokimyasal maddeyi temsil eder. Sahip olduklar1 ¢esitli biyoaktiviteler ve insan
sagligr tizerindeki olumlu etkileri nedeniyle ilgi c¢ekici bulunmuglardir. Dogal
polifenoller, antioksidan aktiviteleri, antikanserojenik aktiviteleri, antiinflamatuar, nro-
protektif etkileri vb. nedeniyle 6nemli bilesikler olarak kabul edilmislerdir (Skendi vd.,
2017).

Toplam fenolik madde tayininin temeli fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-
Ciocalteu reaktifini indirgeyip kendilerinin oksitlenmis forma doniistigii redoks
reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu reaktifi burada oksitleyici bilesik olarak

rol almaktadir (Singleton vd., 1999).
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N. congesta var. congesta’dan hazirlanan farkli polaritedeki ekstreler (0.5
mg/mL) hazirlanmistir. Standart gallik asit stok ¢ozeltisi, 5 mg gallik asit stok ¢ozeltisi
%70’lik metanolde c¢oziilerek hazirlanmistir (0.2 mg/mL). Reaksiyon i¢in, 100 pL
ornek, 0.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (%10’luk, h/h, suda) ve 1.5 mL sodyum karbonat
cozeltisi (%20’lik, a/h, suda) kanstirilarak 2 saat oda sicaklifinda bekletilmistir.
Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm’de spektrofotometrede okunmus, ayni islem
gallik asit’in 5 farkli konsantrasyonu (0.04-0.2 mg/mL) icin yapilarak, gallik asit
kalibrasyon grafigi ¢izilmis, elde edilen kalibrasyon esitligi (y=4.181x-0,007 R?=0.999)
kullanilarak, toplam fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger (mg GAE/g
ekstre) olacak sekilde hesaplanmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi sekil 3.1.°de
verilmistir;

0.9
0.8 y =4.1817x - 0.0075
0.7 R?=0.9995
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

COZELTi KONSANTRASYONU

ABSORBANS DEGERLERI

Sekil 3.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Sekil 3.2. Gallik asit konsantrasyonlar
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3.5.2. YBSK ile fenolik asitlerin miktar tayini

Oztiirk ve arkadaslarinin ¢alismasinda belirtilen kosullarda ters faz analitik kolon

ve gradient eliisyon kullanilarak ayrilan fenolik bilesiklerin YBSK-DAD sisteminde,

tutunma zamanlar1 ve UV spektrumlar1 kontrol edilerek calisilan ekstrelerin fenolik

asitleri teshis edilmis, miktar tayinleri yapilmistir (Oztiirk vd., 2007).

YBSK-DAD Analiz Sartlari

Cihaz:

Islemci:

Pompa:

Kolon:

Degazer:
Enjektor:
Dedektor:

Akis hizi:
Enjeksiyon hacmi:

Gradient sistem:

Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu,
Kyoto, Japan)

Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

INERTSIL ODS3-Cis kolon (100 mm, 4.6 mm i.d., 3 pm
partikiil cap1) (GL Scienceslnc.)

DGU-20As5 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

SIL 20A (Shimadzu, Japan)

SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

1.0 mL/dk

10 uL

Hareketli Faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)

Hareketli Faz B:Metanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)
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3.5.3. MBD/KFME-GK-KS/AID yontemi ile ucucu bilesiklerin aydinlatilmasi

Kombine Mikro Buhar Kati Faz Mikro Ekstraksiyonu-GK-KS/AID yénteminde
bitkisel materyalden kati faz mikroekstraksiyon yontemi ile ekstre edilen ugucu
bilesiklerin analizi i¢in HP-Innowax FSC kolonu (60 m X% 0.25 mm, 0.25 um film
kalinlig1) ve tasiyict gaz olarak helyum kullanilmistir. Firin 60°C’de 10 dakika
kaldiktan sonra 220°C’ye dakikada 4°C ile ¢ikip, 220°C’de 10 dakika kalip, 240°C’ye
dakikada 1°C ile ¢ikmak iizere programlanmistir. Splitsiz mod kullanilmistir. Alev
iyonlagma detektorii ve enjektor 250°C de tutulmustur. Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle
aralig1 35-450 m/z secilmistir.

3.6. Biyoaktivite Calismalar:
3.6.1. Antioksidan aktivite tayinleri

Oksidasyon, gida  giivenligini, rengini, aromasimmi ve  dokusunu
etkileyebileceginden gida bozulmalarinin en Oonemli stireglerinden
biridir. Antioksidanlara, 6zellikle insan viicudunda serbest radikallerin varsayilan zararli
etkilerini 6nlemeye ve yaglarin ve gida maddelerinin diger bilesenlerinin bozulmasini

onlemeye yonelik olanlara artan bir ilgi vardir (Molyneux, 2004).

3.6.1.1. DPPH’ radikali iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki

Stabil DPPH serbest radikalini temizleme kapasitesi, antioksidan aktivitenin bir
Olclisi olarak ifade edilebilir. Bu tahlil sirasinda, mor kromojen radikali,
antioksidan/indirgeyici bilesikler tarafindan karsilik gelen ucuk sar1 hidrazine
indirgenir. Mor kromojen radikalinin hidrojen veren antioksidanlar tarafindan
indirgenmesi, uzun dalga boylarinda (515-520 nm) optik yogunlugun azalmasiyla

izlenir (Musa vd.,2013).

96 kuyucuklu FEliza mikroplagmma 22 pL ekstre/standart (5 farkli
konsantrasyonda) ¢ozeltisi iizerine 200 pL DPPH c¢ozeltisi (10* M) ¢ozeltisi ilave
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edildikten sonra karanlikta 30 dakika bekletilmis spektrofotometrede 517 nm’de
absorbanslart Ol¢lilmiistiir. Her konsantrasyon 2 tekrarli olarak calisilmistir. Aymni
islemler pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve C vit. ¢ozeltileri (sirasiyla 0.2-0.025
mg/mL) i¢in de yapilmustir. % inhibisyon degerleri denklem 3.1.°e gore hesaplanmustir.
% inhibisyon verileri kullanilarak SigmaPlot 12.0 programi kullanilarak ICso degerleri

hesaplanmistir:

% Inhibisyon = [Ak"”"‘”_Amek] x 100 (3.1)

Akontrol

3.6.1.2. ABTS"" radikal katyon renksizlestirme

ABTS'" radikal katyon renksizlestirme yontemi ilk defa Miller ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmistir (Miller vd., 1993)

Reaktif ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 36 mg ABTS, 6.6 mg K2S20s ile karistirilarak
10 mL’ye su ile tamamlanmis, hazirlanan ¢ozelti 12-16 saat karanlikta bekletilmistir.
ABTS’in potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucunda ABTS®" radikal katyonu
olusmaktadir. Her ¢alisma Oncesi taze hazirlanmasi gereken bu reaktif, 734 nm’de
absorbans1 0.700-0.800 arasinda olacak sekilde etanol ile seyreltilerek antioksidan

aktivite tayininde kullanilmigtir.

Reaksiyon i¢in 20 pL ornek ¢dzeltisi (0.5 mg/mL konsantrasyonda) iizerine
1980 puL ABTS cozeltisi eklenerek 30 dk beklenmis ve 753 nm’de absorbanslari
okunmustur. Caligmada kor olarak etanol, pozitif kontrol olarak trolox ¢dzeltisi (3mM)

kullanilmigtir (Re vd., 1999).

Deney sonunda, ABTS"" radikal katyonunun % inhibisyon degerleri denklem

3.2.’ye gore hesaplanmustir;

% Total Antioksidan Aktivite = [Ak""”"l_A”"e"] x 100 (3.2)

Akontrol

Agontror= ABTS™" reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (753 nm)

Agrner = Ekstre igeren reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (753 nm)
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Elde edilen sonuglar esitlikte yerine konarak % inhibisyon hesaplanmis, sonuglar

pozitif kontroliin (Trolox) sonuglar1 ile karsilastirilmistir.

3.6.1.3. Metal selatlama kapasitesi

Orhan ve Ustiin tarafindan yapilan ¢alisma modifiye edilerek N. congesta var.
congesta’dan elde edilen ekstrelerin demir iyonlarin1 selatlama kapasitesi tayin
edilmistir (Orhan ve Ustiin, 2011).

0.5 mg/mL konsantrasyonda 400 pL 6rnek iizerine 40 uL. FeClo 2mM) ve 80 pL
Ferrozin (5mM) eklenmistir, metanolle 2 mL’ye tamamlanmistir. 10 dk bekletildikten
sonra 562 nm’de absorbanslari okunmus, pozitif kontrol olarak EDTA (0.5 mg/mL)
kullanilmigtir (n=3). Metal selatlama kapasitesi (%) denklem 3.3.°deki esitlik

kullanilarak hesaplanmaistir;

% Metal Selatlama kapasitesi = [Ak"’f"l_Aér"ek] x 100 (3.3)
kontrol

Agontroi= Reaktif ¢cozeltisinin absorbansi (562 nm’de)

Asrner = Ekstre iceren reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (562 nm’de)

3.6.2. AChE ve BChE enzim inhibisyonu aktiviteleri

Asetilkolin,  Oncelikle asetilkolinesteraz (AChE) ve ikinci olarak
butirilkolinesteraz (BChE) tarafindan inhibe edilen ve AH (Alzheimer Hastaligi)

patolojisinde rol oynadigi diisiiniilen bir noérotransmiterdir (Hebert vd., 1995).

Ekstrelerin AChE ve BChE inhibitor aktivitesi Ellman Testi ile belirlenmistir.
Enzimatik caligmalarda, AChE (E.C.3.1.1.7, tip VIS), BChE, (E.C. 3.1.1.8, at
serumundan izole), Ellman belirteci; 5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB),
tampon ¢ozelti bilesikleri (potasyum dihidrojen fosfat, potasyum hidroksit), sodyum
hidrojen karbonat, asetiltiyokolin iyodiir, butiriltiyokolin iyodiir, jelatin, dimetilsiilfoksit
ve donepezil kullanilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimler mikroplaka okuyucu igerisinde
gerceklestirilmistir (Ellman vd., 1961).

AChE ve BChE enzim ¢ézeltisinin hazirlanmasi; Liyofilize haldeki AChE/BChE

enzimler %1’lik jelatin ¢dzeltisi icerisinde, 500 U/mL konsantrasyonda hazirlanmistir.
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Enzim ¢ozeltisinden 1 mL alinarak balon joje igerisinde hacmi suyla 100 mL’ye
tamamlanmig, boylece 5 U/mL’ye seyreltilmis stok enzim c¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan stok ¢ozelti 0.7 mL’lik porsiyonlar halinde -20 °C’de saklanmis, aktivite
calismalarina baglamadan once oda 1sisina getirilmis ve metot konsantrasyonu olan 2.5

U/mL’ye seyreltmek i¢in suyla 1.4 mL’ye tamamlanarak kullanilmigtir.

Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) ¢ozeltisinim hazirlanmasi (0.075 M); ATC (0.217
g) bir miktar suda ¢Oziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

¢ozelti, kulanilincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -20 °C’de saklanmustir.

Butiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢ézeltisinin hazirlanmasi (0.075 M); BTC (0.237
g), bir miktar suda ¢oziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

¢ozelti, kulanilincaya kadar 0.4 mL’ lik kisimlar halinde -20 °C’de saklanmustir.

5-5 ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun hazirlanmasi (0.01 M);
DTNB (0.396 g) tartilarak bir miktar suda c¢oziilmiistiir. Bu c¢ozeltiye sodyum
bikarbonat (0.15 g), ilave edilmis ve hacim suyla 100 mL’ye tamamlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya kadar 3 mL’lik kisimlar halinde -20 °C’de

saklanmustir.

Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=38); Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g),
1 L suda ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 8.0+0.1 N potasyum hidroksit
cozeltisi ile pH metre kullanilarak kontrollii bi¢imde ayarlanmistir. Ayarli tampon
¢ozelti 0.22 pm por ¢ap1 olan tek kullanimlik filtrelerden siiziilerek kullanima hazir hale

getirilmigtir. Hazirlanan ¢6zelti kullanilincaya kadar 4 °C’de saklanmistir.

Test islemine baglamadan Once biitiin ¢ozeltiler 20-25 °C’ye getirilmistir.
Calismalarda 96 kuyucuklu plaklar kullanilmistir. Her bir hiicrede 140 pL fosfat
tamponu, 20 pL enzim sollisyonu, 20 pL ekstre, 20 ul. DTNB ¢o6zeltisi 10 pL
ATC/BTC c¢ozeltisi olacak sekilde toplam 210 pL. hacme ulasmistir. Cozeltiler 96
kuyucuga yetecek miktarlarda iki farkli test cozeltisi meydana getirecek sekilde
karistirtlmigtir. Birinci test ¢ozeltisi; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu, 20 pL enzim
cozeltisi ve 20 uL DTNB ¢ozeltisi, ikinci ¢ozelti ise; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat
tamponu ve 10 pL asetiltiyokolin iyodiir (ATC)/biitiriltiyokolin iyodiir (BTC), ¢ozeltisi

icerecek sekilde hazirlanmistir.
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Birinci test ¢ozeltisine ekstre (20 uL), 96 kuyucuklu plakalara Biotek Precision
XS robotik sistemi kullanilarak eklenmis, 2 tekrarli olarak uygulanmistir. Plakalar,
BioTek-Synergy H1 mikroplaka okuyucusuna konarak once 5 dk siireyle karistirilmig
daha sonra 25 °C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
mikroplaka okuyucusu dispenser haznesinde bulunan ikinci test ¢ozeltisinin her bir
kuyucuga 80 uL olacak sekilde ilavesi saglanmistir. Ikinci test ¢ozeltisi eklendikten
sonra 30 sn’lik hizli bir karistirma islemi yapilmistir. Bu asamada 412 nm’de birinci
absorbans okumasi gergeklestirilmistir. Mikroplakalar, reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dk
daha karismaya birakilmis ve bu siire sonunda ikinci absorbans okumas1 yapilmistir. Iki
okuma arasindaki absorbans farklar1 alinarak denklem 3.4.’e gore % inhibisyon oranlari

hesaplanmastir;

% inhibisyon = [(“(K)‘(‘jl((‘j{)))_‘j?;‘)))‘“‘g”] x 100 (3.4)

B: Blank (Ekstre ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece ekstrenin eklenmedigi kuyucuk)
A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans okuma farki
A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma farki

A(I): Ekstrelere ait absorbans okuma farki
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4. BULGULAR
4.1. Ekstraksiyon Verimleri ve Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Uzerinde calisilan N. congesta var. congesta tiiriiniin farkli polaritedeki
ekstrelerinin ¢6ziinen madde miktarlart % (verim) olarak hesaplanmigtir. Folin-

Cioceltacu metodu kullanilarak kolorimetrik tayinle tespit edilen toplam fenolik madde

miktarlar1 ve % verim ¢izelge 4.1.’de verilmistir.

izelge 4.1. N. congesta var. congesta ekstrelerinin % verim ve toplam fenolik madde (TFM) miktarlar:
g g g P

Ekstreler Verim TFM

(%) ( mgGAE/g ekstre)
NCINF 34.2 205.38£0.77*
NCHE 1.00 73.13+£2.10
NCKL 1.15 71.93 £ 1.00
NCEA 0.35 89.61 £1.03
NCME 6.65 102.49 +0.34

*standart sapma degerleri

N. congesta var. congesta’dan hazirlanan ekstrelerin ekstraksiyon verimleri
strastyla %0.35 (NCEA) < %1.00 (NCHE)< %1.15 (NCKL) < %6.65 (NCME)< %34.2
(NCINF) olarak degismektedir. Toprak istii kisimlara ait inflizyon ¢dzeltisinin en
yuksek ekstraksiyon verime sahip oldugu ve onu metanollii ekstrenin izledigi
goriilmektedir (Cizelge 4.1.). Bu durum inflizyon ¢ozeltisi ve metanol ekstresindeki

polar bilesiklerin varligiyla iliskilidir.

N. congesta var. congesta’nin ekstrelerinden Folin-Cioceltacu metodu
kullanilarak kolorimetrik olarak toplam fenol miktar1 tespit edilmistir. Gallik asitin
farklt konsantrasyonlarindan (0.02-0.2 mg/mL) (Sekil 4.2.) elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak gallik asit kalibrasyon egrisinden ($ekil 3.1.) elde edilen denklem
kullanilarak, toplam fenol miktar1 gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir (mg GAE/
g Ekstre).

Calisilan ekstreler tizerinde en fazla toplam fenolik madde miktarina sahip olan
ekstrenin inflizyon ¢ozeltisi oldugu tespit edilmistir. Toplam fenol miktar1 sirasiyla sekil

4.1.de de goriildigi gibi 71.93 + 0.34mg GAE/ g Ekstre (NCKL) <73.13 + 2.10mg
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GAE/ g Ekstre (NCHE) <89.61 + 1.03 mg GAE/ g Ekstre (NCEA) <102.49 + 1.00 mg
GAE/ g Ekstre (NCME) <205.38 + 0.77 mg GAE/ g Ekstre (NCINF) olarak tespit

edilmistir.

250

NCINF
200

150

NCME
100 NCEA

NCHE NCKL

ekstre)

50

total fenolik madde miktari (mg GAE/gr

EKSTRELER

Sekil 4.1. N. congesta var. congesta ekstrelerinin toplam fenolik madde miktari (mg GAE/ g Ekstre)

4.2. MBD/KFME-GK-KS/AID Yontemi ile Analiz Edilen Ucucu Yag Sonuglan

N. congesta var. congesta’nin toprak {istli kisimlarindan ucgucu yagin MBD-
KFME ekstraksiyon teknigi ile elde edilen ucucu yagin kimyasal kompozisyonu gaz
kromotografisi teknigi ile aragtirnlmigtir. Bilesenlerin kalitatif analizi i¢in GK-KS,
kantitatif analizi i¢in GK-AID sonuglart kullanilmistir. Bitkinin toprak isti
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin %97.8’ini temsil eden toplam 45 bilesik

tanimlanmistir. Ugucu bilesenlere ait kromatogram (Sekil 4.2.) asagida verilmistir.

Elde edilen ucucu bilesenlerin biiyiik ¢ogunlugunu %76.4 oraniyla oksijenli
monoterpenler, ardindan sirasiyla seskiterpen hidrokarbonlar (%15.2), oksijenli
seskiterpenler (%4.6) ve monoterpen hidrokarbonlar (%1) olusturdugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.3.).
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Sekil 4.2. N. congesta’dan elde edilen ugucu yagin GK kromatogrami

Toprak iistii kisimlardan elde edilen ugucu yagim GK-KS/AID yontemi ile tespit
edilen ana bilesenin 1,8-sineol (%61.7) oldugu gézlenmistir. Bundan baska ugucu yagda
%12.4 ile B-burbonen ve sirasiyla d-terpineol (%2.2), mirtenal (%2), norburbonen
(%1.9), spathulenol (%1.8), germakren-D (%]1.1), (E,Z)-2,4-heptadienal (%]1.1) tayin
edilmistir (Cizelge 4.2.).

Literatiir verilerimize gore, Kaya vd., (2007) tarafindan Eskisehir Oglak¢1 Koyt
yakinlarindan Mayis ayinda toplanmis bitkinin toprak iistii kisimlarindan
hidrodistilasyonla elde edilmis u¢ucu yagda, GK ve GK/KS yontemiyle ana bilesen 1,8-
sineol (%29.9), germakren-D (%20.3) ve sabinen (%10.3) olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. N.congesta ugucu yaginda GK-KS/AID yéntemi ile analiz edilen bilesenler

RRI*

1032

1118

1132

1174

1183

1203

1213

1218

1225

1255

1266

1280

1452

1474

1479

1482

1497

1499

1507

1528

1535

1541

1556

1586

1589

1592

1608

1611

Bilesen
a-pinen
B-pinen
Sabinen

Mirsen

p-menta-1,7(8)-dien(=psddolimonen)

Limonen
1,8-sineol
B-fellandren
(Z2)-3-Hekzenal
y-terpinen
(E)-B-osimen
p-Simen
1-Okten-3-o0l
trans-Sabinen hidrat

(E,Z)-2,4-Heptadienal

(Z)-3-Hekzenil-2-metil biitirat

a-Kopaen
a-Kamfolen aldehit
(E,E)-2,4-Heptadienal
a-Burbonen
p-Burbonen
Benzaldehit
cis-Sabinen hidrat
Pinokarvon
B-Ylangen
epi-Bisikloseskifellandren
Nopinon(=p-pinon)

Terpinen-4-ol
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Y%

0.4

61.7

0.5

0.3

0.3

0.5

1.1

0.1

0.2

0.3

0.5

12.4

0.3

0.2

0.7

0.3

0.3
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Cizelge 4.2. (devami)
1648
1651
1670
1682
1683
1706
1726
1751
1802
1804
1945
2046
2113
2144
2148
2179

2392

Mirtenal
Sabinaketon
trans-Pinokarveol
6-Terpineol
trans-Verbenol
a-Terpineol
Germakren-D
Karvon
Kumin aldehit
Mirtenol
1,5-Epoksi-salvial(4)14-en
Norburbonen
Kumin alkol
Spathulenol
(Z2)-3-Hekzen-1-il benzoat
Nor-kopaonon

Karyofilla-2(12),6-dien-53-o0l
(=Karyofillenol II)
Toplam

*RRI: Relative Retation Index (Bagil Alikonma indeksi); *e: Eser Miktarda

Cizelge 4.3. N.congesta ucucu yaginda GK-KS/AID yéntemi ile analiz edilen bilesen gruplar

Bilesen grubu

Monoterpen hidrokarbonlar

Oksijenli monoterpenler

Seskiterpen hidrokarbonlar

Oksijenli seskiterpenler
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0.8

2.2

0.6

0.6

1.1

0.6

0.8

0.4

0.3

1.9

0.2

1.8

0.2

0.3

0.3
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Ayrica, 2020 Haziran-Temmuz aylarinda Bati Azerbaycan-iran bolgesinden
toplanmis N. congesta (alt tiir belirtilmemis) toprak tistii kisimlar1 hidrodistilasyona tabi
tutulmus ve YBSK-KS/KS ve GK yontemiyle 1,8-sineol (%25.4)’lin ana bilesen
ardindan en yiiksek oranda bulunan bilesenin germakren-D (%21.4) oldugu

belirtilmistir (Azizian vd., 2021).

4.3. YBSK-DAD Yontemi ile Fenolik Asit Miktar Tayini

Bu calismada Shimadzu LC 20A YBSK cihaz1 ve ters faz kolon kullanilarak
analizi gerceklestirilen N. congesta var. congesta ekstrelerinde bulunan fenolik asitlerin
(KA: Kafeik Asit, SA: sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: ferulik Asit, 0-KU:
orto-Kumarik Asit, RA: Rozmarinik asit) teshisi ve miktar tayini deneysel kisimda

belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir (Cizelge 4.4).

Calismada, infiizyon ve metanol ekstrelerinin YBSK-DAD analizleri sonucunda
elde edilen kromatogramlarindan her ikisinde de baslica fenolik asit rozmarinik asit
olarak tespit edilmistir. Lamiaceae familyasina ait aromatik bitkilerin en 6nemli fenolik
maddelerinden biri olan rozmarinik asit, ¢aligmanin literatiir verileriyle uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Toplam fenolik madde miktar1 en fazla olan NCINF ekstresinde rozmarinik asit
miktar1 (1.04 pg/g ekstre), NCME ekstresinde bulunan miktardan (2.15 pg/g ekstre)
daha az bulunmustur. Her iki ekstrede de rozmarinik asitin ardindan en fazla bulunan
fenolik asit, ferulik asit (0.44 pg/g ekstre) olarak tespit edilmistir. Ardindan NCINF
ekstresi i¢in sirasiyla o-kumarik asit (0.33 pg/g ekstre), sirinjik asit (0.30 pg/g ekstre),
kafeik asit (0.15 pg/g ekstre), trans-sinnamik asit (0.14 pg/g ekstre) bulunurken, NCME
ekstresi i¢in sirasiyla kafeik asit (0.37 pg/g ekstre), sirinjik asit (0.25 ug/g ekstre),
trans-sinnamik asit (0.19 pg/g ekstre), para-kumarik asit (0.18 pg/g ekstre), orto-
kumarik asit (0.17 pg/g ekstre) bulunmustur. Her ikisinde de en az miktarda bulunan
para-hidroksibenzoik asit NCME ekstresinde 0.01 pg/g ekstre iken, NCINF ekstresinde
de 0.01 pg/g ekstre tayin edilmistir. Daha apolar NCKL, NCEA, NCHE ekstrelerinde
ise eser miktarda fenolik asit pikine rastlandigr icin bu kromatogramlar

degerlendirilmemistir.
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Cizelge 4.4. Calisilan ekstrelerin ters-faz YBSK ile tespit edilen fenolik asit miktarlar

Fenolik asit miktarlar:

(ng/g ekstre)
Fenolik asitler
NCINF NCME
para-HidroksiBenzoik Asit (pOH-BA) 0.01 0.01
Kafeik Asit (KA) 0.15 0.37
Sirinjik Asit (SA) 0.30 0.25
para-Kumarik asit (PKU) =¥ 0.18
Ferulik Asit (FA) 0.44 0.44
orto-Kumarik Asit (0-KU) 0.33 0.17
Rozmarinik Asit (RA) 1.04 2.15
ttrans-Sinnamik Asit (¢7-SIN) 0.14 0.19

*eser miktarda

Sekil 4.3. Fenolik asit standart ekstresinin YBSK —DAD kromatogrami
(GA: Gallik asit, protoKA. Protokatesik Asit, pPOH-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanillik Asit,
KA: Kafeik Asit, KLA: Klorojenik Asit, SA: sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, o-
KU: orto-Kumarik Asit, RA: Rozmarinik Asit, tr-SIN: trans Sinnamik Asit)
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Sekil 4.4. NCINF ekstresinin YBSK —DAD kromatogrami
(KA: Kafeik Asit, SA: Sirinjik Asit, FA: Ferulik Asit, 0-KU: orfo-Kumarik Asit, RA: Rozmarinik asit)

Sekil 4.5. NCME ekstresinin YBSK —DAD kromatogrami
(KA: Kafeik Asit, SA: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, 0-KU: orfo-Kumarik
Asit, RA: Rozmarinik asit)
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Literatiir incelememize gore, alt tiirii belirtilmeksizin N. congesta ilizerinde
gerceklestirilen ¢alismada, Bati  Azerbaycan-iran bélgesinden Haziran-Temmuz
aylarinda toplanan N. congesta bitkisinin toprak {isti kisimlarinin metanolli
ekstresinden YBSK-KS/KS yontemiyle fenolik bilesiklerin incelenmistir. Bu ¢aligmada
metanollii ekstrenin en fazla ferulik asit (9.30 + 0.21 g/kg DW toz) olmakla birlikte
klorojenik, kafeik ve kumarik asitler igerdigi belirtilmistir (Azizian vd., 2021).

Van’dan Haziran ayinda toplanan N. congesta var. crypthantha bitkisinin farkl
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinde fenolik bilesikler agisindan en zengin
bulunan ¢icek ekstrelerinde en bol bulunan bilesik rozmarinik asit (4.317.20 pg/g)
olarak tespit edilmistir (Akdeniz vd., 2020).

4.4. Antioksidan Aktivite Tayini

N. congesta var. congesta toprak lstli kisimlarinin farkli polaritede hazirlanan
ekstreleri ve inflizyonunun antioksidan aktiviteleri; DPPH" iizerinden radikal siipiiriicti
etki, ABTS®" radikal katyon renksizlestirme kapasitesi ve metal selatlama kapasitesi

yontemleriyle tayin edilmistir.

4.4.1. DPPH" iizerinden radikal siipiiriicii etki

DPPH" iizerinden serbest radikal siipliriicii etki tayini; hidrojen verme
potansiyelinin arastirildigi en kisa, en ucuz yontemlerden birisidir. DPPH" farkli ekstre
ve bilesiklerin antoksidan aktivitesini belirlemede kullanilan kararli ve organik bir

radikaldir (Brand- Williams vd., 1995).

N. congesta var. congesta’nin farkli polaritedeki ekstrelerinin antioksidan
aktivileri DPPH" serbest radikali iizerinden Abderrahim vd.’leri (2013) tarafindan
modifiye edilmis yontem kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar test edilen
konsantrasyonda % inhibisyon olarak degerlendirilmistir. 200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25
ng/mL konsantrasyondaki % inhibisyon verileri denklem 3.1.’e gore hesaplanmistir. C
vit. i¢in baslangi¢ konsantrasyonu 25 pg/mL’dir. Bu veriler kullanilarak SigmaPlot 12.0

programinda ICso degerleri hesaplanmig, Cizelge 4.5.” de verilmistir.
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Verilere gore N. congesta farkli ekstreleri arasindan en gii¢lii antioksidan
aktiviteyi inflizyon ¢ozeltisi (ICso= 0.533 mg/mL) sergilemistir. Ardindan en giiglii
aktivite metanollii ekstresinde (ICso= 0.792 mg/mL) gbzlenmistir. Kloroform ve etil
asetathi ekstrelerin infiizyon ve metanollii ekstreye gore daha diisiik bir antioksidan
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (sirasiyla 1Cso= 2.724 mg/mL ve ICso= 2.136 mg/
mL).

Cizelge 4.5. Calisilan ekstrelerin DPPH ‘serbest radikali tizerinden ICsq degerleri

Ekstreler ICso
mg/Ml
NCINF 0.533
NCHE 1.890
NCKL 2.724
NCEA 2.136
NCME 0.792
C vitamini 0.049
BHT 0.129

Tekin (2018), yaptig1 calismada Konya’dan Nisan-Haziran aylar1 arasinda
ciceklenme doneminde toplanan bitkinin metanollii ekstresinin DPPH" serbest radikal
stiptirticii etkisi TE (Trolox esdegeri) olarak hesaplanmuis, aktivite 46.54 + 0.96 mg TE/g

ekstre olarak tespit edilmistir.

Azizian vd., (2021), Haziran-Temmuz aylarinda Bati Azerbaycan-iran
bolgesinden topladiklart bitkilerin toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinin DPPH’
serbest radikal siipiiriici etkisi 4 farkli tlir arasinda kiyaslanmis sirastyla su sekilde

verilmistir: N. saccharata<N. congesta<N. racemosa<N. cataria.

4.4.2. ABTS*" radikal katyon renksizlestirme kapasitesi

Bu metotta ¢aligilan ekstrelerin antioksidan kapasitesi ABTS®" radikal katyon
renksizlestirme kapasitesine gore Olglilmiis ve sonuglar pozitif kontrol Trolox
¢ozeltisinin sonuglar1 ile kiyaslanmistir. Orneklerin antioksidan aktiviteleri yiizde

ABTS*" inhibisyonu olarak Cizelge 4.6.”de gosterilmistir.
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Uzerinde calisilan ekstrelerin (0.5 mg/mL) arasindan trolox ¢dzeltisine (%70.83
+ 0.05) en yakin, en gii¢lii ABTS®" inhibisyonu DPPH" serbest radikal siipiiriicii etkide
de oldugu gibi inflizyon cozeltisi (%53.15 + 0.04) tarafindan sergilenmistir. Diger
ekstrelerin ABTS®" % inhibisyon degeri sirastyla NCME (%49.71 + 0.09) > NCKL
(%24.42 £ 0.13) > NCEA (%24.21 + 0.25) > NCHE (%23.01 + 0.04) (Sekil 4.6.) olarak

gozlenmistir.

Cizelge 4.6. Calisilan ekstrelerin ABTS®" % inhibisyon degerleri
g 2 g

Ekstreler ABTS** % inhibisyon
(0.5 mg/mL)
NCINF 53.15 £ 0.04*
NCHE 23.01 +£0.04
NCKL 24.42 £0.13
NCEA 24.21+£0.25
NCME 49.71 £ 0.09
Trolox 70.83 £0.05

*standart sapma degerleri

80
70
60
50
40

30

% inhibisyon

20

10

NCINF NCHE NCKL NCEA NCME Trolox

EKSTRELER

Sekil 4.6. Calisilan ekstrelerin ABTS®" % inhibisyon grafigi
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Tekin, (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada Konya’dan Nisan-Haziran aylari
arasinda ¢igeklenme doneminde toplanan bitkinin metanollii ekstresinin ABTS®" radikal

katyon renksizlestirme kapasitesinin degeri 50.53+2.76 mg TE/g olarak tespit edilmistir.

Van’dan Haziran ayinda toplanmis N. heliotropifalia’nin biitiin kisimlarinin
(yaprak, cicek, dal, kok) etanol ekstresinin ABTS®" radikal katyon renksizlestirme
kapasitesi incelenmis. En 1yi aktiviteyi ICso= 35,53 + 1,16 pg/mL degeriyle ¢icekli
kisimlart sergilemistir. Ayni sekilde N. congesta var. crypthanta’nin biitiin kisimlarinin
etanol ekstreleri kiyaslandiginda en yiiksek aktiviteyi ICso= 21.99 + 0.30 pg/mL
degeriyle cigekli kisimlar gostermistir (Akdeniz vd., 2020)

4.4.3. Metal selatlama kapasitesi

Metal iyonu selatlama aktivitesi; ortamda bulunan Fe?" iyonlarmn
inhibisyonuna dayanmaktadir. N. congesta var. congesta ekstrelerinin, FeCl,’nin
ferrozin ile koyu mor renkli bir kompleks olusturarak yapilan spektrofotometrik
Olciimlerinde pozitif kontrol olarak EDTA kullanilmistir % inhibisyon verileri denklem

3.2.’ye gore hesaplanmistir (Orhan ve Ustiin, 2011).

Cizelge 4.7. Calisilan ekstrelerin metal selatlayici aktivite % inhibisyon degerleri

Ekstreler % inhibisyon
(0.5 mg/mL)
NCINF 47.92 £ 3.00%
NCHE 28.06 + 4.01
NCKL 33.05 + 4.65
NCEA 45714326
NCME 3141 £241
EDTA 95.84 +0.14

*standart sapma degerleri

Ekstrelerin (0.5 mg/mL) metal selatlama kapasitesi EDTA ile karsilastirildiginda
en yiiksek inhisyonun infiizyon ekstresi tarafindan sergilendigi gozlenmistir (Sekil 4.7.).
Ekstrelerin metal selatlama kapasitesi % inhibisyon olarak sirastyla NCINF (%47.92 +
3.02) > NCEA (%45.71 + 3.26) > NCKL ( %33.05 £ 4.65) > NCME (%31.41 + 2.41) >
NCHE (%28.06 + 4.01) aktivite sergilemistir (Cizelge 4.7.).
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Sekil 4.7. Calisilan ekstrelerin metal selatlayici aktivite sonuglart

Literatlir verilerimize gore; Konya’dan Nisan-Haziran aylar1 arasinda
ciceklenme doneminde toplanan Nepeta congesta var. congesta’nin metanollii
ekstresinin metal selatlama aktivitesi 49.34 + 0.41 mg EDTAE/ g olarak tespit edilmistir
(Tekin, 2018).

Denizli ilindeki Hozan Dagi’ndan Haziran ayinda toplanan N. cadmea’nin
toprak ustii kisimlarinin 4 farkli ekstresinin (etanol, metanol, aseton ve su) metal
selatlama kapasitesi degerlendirildigi calismada ise aseton ekstresi diger ekstreleri ile

karsilagtirildiginda daha iyi metal selatlama yetenegi gostermistir (Kaska vd., 2018).

4.5. AChE ve BChE Inhibitor Aktivite

Merkezi sinir sisteminde yer alan bir kimyasal transmitter olan, alkaloit
yapisindaki asetilkolin, hafiza olusumunda, diisiince siireclerinde odaklanmada, kaslarin
uyarimnda ve uyanma gibi beynin temel islevlerinde gorev alir. Bununla birlikte,
ilerleyici bir demans tiirli olan hafif ile orta derecede Alzheimer hastalifi olanlarin
beyinleri anormal derecede diisiik asetilkolin konsantrasyonlarina sahiptir. Bu,
beyindeki kolinerjik sistemi giiglendiren herhangi bir bilesigin Alzheimer hastaligi ve
benzeri beyin fonksiyon bozukluklarinin tedavisinde faydali olabilecegi anlamina

gelmektedir (Singhal vd., 2012).
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Alzheimer tedavisinde kullanilan sentetik ilaclarin yan etkilerinden dolay1
alternatif olarak dogal kaynakli asetikolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitorlerinin
arastirilmasina olan ilgi artmistir. Bu tez ¢alismasinda N. congesta var. congesta’dan
hazirlanan farkli ekstrelerin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyon
aktiviteleri, Ellman vd. (1961) tarafindan uygulanan spektrofotometrik yontem temel
almarak tayin edilmistir. Yontemin temeli; asetilkolin, AChE tarafindan hidroliz
oldugunda ortama salinan tiyokolin miktarinin kolorimetrik olarak Olgiimiine
dayanmaktadir.

Bu c¢alismada N. congesta var. congesta bitkisinin farkli polaritedeki
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda (200, 100 pg/mL) 6l¢iilen % inhibisyon degerleri
denklem 3.4.°¢ gore hesaplanmis, % inhibisyon degerleri AChE ve BChE i¢in ¢izelge

4.8.”de verilmistir. Calismada kontrol olarak donepezil kullanilmistir.

N. congesta var. congesta tiiriine ait ekstrelerin 200 pg/mL konsantrasyonda
degerlendirilen % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda, en yiiksek aktivitenin
donepezille (%87.26) karsilastirlldiginda diisikk olmasiyla birlikte hekzanli ekstrede
%32.41 AChE enzim inhibisyonu oldugu goriilmiistiir. Ardindan etil asetatli ekstrenin
%13.1 AChE enzim inhibisyonu verdigi gozlenmis, metanol ekstresi ve inflizyon
cozeltisi gibi daha polar ekstrelerde enzim inhibisyonu gézlenmemistir. Sonuglara gore
AChE enzim inhibisyonu aktivitesinde apolar bilesiklerin daha yiiksek aktivite

gosterdigi sonucuna varilmistir.

Caligilan tiire ait ekstreler iizerinde BChE enzim inhibisyonu aktivitesi
degerlendirildiginde, AChE enzim inbisyonunda oldugu gibi en yliksek aktiviteyi
donepezil (%88.50) ile karsilastirildiginda oldukga diisiik olmasiyla birlikte ekstreler
arasinda kiyaslandiginda 200 pg/mL konsantrasyonda %51.46 enzim inhibisyonuyla
hekzanli ekstre gostermistir. Ardindan kloroformlu ekstrede %37.41 enzim inhibisyonu
gozlenmistir. AChE enzim inhibisyonun da oldugu gibi BChE enzim inhibisyonunda da

apolar bilesenleri iceren ekstreler daha yiiksek aktivite gostermislerdir (Sekil 4.8.).

Literatlir arastirmalarimiza gore; Konya’dan Nisan-Haziran aylari arasinda
cigeklenme doneminde toplanan MNepeta congesta var. congestamnin metanolli
ekstresinin asetilkolinesteraz ve butrilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri sirasiyla 2.69 ve

2.99 mg GALAE (galantamin esdegeri)/g olarak bulunmustur (Tekin, 2018).
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Cizelge 4.8. Calisilan ekstrelerin AChE ve BChE enzimine karsi % inhibisyon degerleri

Ekstreler

NCINF

NCHE

NCKL

NCEA

NCME

Donepezil

*etki goriilmemistir.

%iNHIBISYON

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Inhibisyon

AChE BChE

100 pg/ mL 200 pg/ mL 100 pg/ mL 200 pg/ mL
- - 29.45+0.02 30.35+0.04
32.96 +0.02 32.41+0.02 48 +0.06 51.46 £ 0.06
- - 34.25 +£0.03 37.41 £0.02
1+£0.02 13.1+0.01 26.37 £0.01 28.39 £ 0.01

- - 23.14+£0.01 23.29+0.02
83.80 +0.02 87.26 +0.03 87.07 +£0.01 88.50 +0.01

NCINF NCHE NCKL NCEA NCME Donepezil
EKSTRELER
100 pg/ mL 200 pg/ mL

Sekil 4.8. Calisilan ekstrelerin BChE inhibitor aktiviteleri
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Konya-Beysehir’den toplanan endemik bir bitki olan N. nuda subsp.
glandulifera’nin  toprak  Ustli  kisimlarindan hazirlanan  metanollii  ektresinin
asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktivitesi 1.26 mg GALAEs/g ekstre olarak
gbzlemlenirken butirilkolinesteraza karst herhangi bir aktivite belirlenmemistir

(Sarikiirkeii vd., 2019).

Temmuz-Agustos aylarinda Bitlis-Nemrut Dagi’ndan toplanan N. obtusicrena
bitkisinin toprak istli kisimlarinin diklorometan ekstresi iizerinde asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz inhibitor etkisi aragtirilmis ve hem ekstreler hem de izole edilmis dort
terpenoit, ozellikle asetilkolinesteraz (AChE) enzimine kars1 yliksek antikolinesteraz

aktivite sergilemistir (Y1lmaz vd., 2016).

Van’dan Haziran ayinda toplanmis N. heliotropifalia ve N. congesta var.
cryptantha’nin  hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagmin asetilkolinesteraz ve
butirlkolinesteraz etkileri degerlendirilmistir. N. heliotropifalia ugucu yag test edilmis
numuneler arasinda en iyi asetil- ve butirilkolinesteraz inhibitor aktiviteyi gosterirken
(swrastyla %41.36 += 0.69 ve 77.21 £ 1.12), N.congesta var. cryptantha ugucu yagi, kok,
dal ve ¢icek ozleri ile hemen hemen ayni derecede 6nemli asetilkolinesteraz etkiyi
sergilemistir. (sirasiyla %58.55 + 1.87, %58.94 + 0.80 ve %59.92 + 0.21 inhibisyon).
Ayrica N. congesta var. cryptantha yaprak ve c¢igeklerinin etanollii ekstreleri de orta
derecede butirilkolinesteraz inhibitor aktivite gostermistir (sirastyla %47.03 = 0.09 ve

48.35 +0.77) (Akdeniz vd., 2020).
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5. SONUC VE TARTISMA

Dogada varolan pek ¢ok bitki tiirii yiyecek, yakit, yag, baharat, yakacak ya da
hayvan yemi gibi birbirinden farkli bir¢ok amaca hizmet etmek i¢in insanlar tarafindan
kullanilmaktadir. Ayrica binlerce bitki tiirii sanayilesme ve sehirlesme, tarim alanlarinin
genisletilmesi ve asir1 otlatma, kiy1 kesimlerinde oldukg¢a yayginlasan ve desteklenen
turizm, yurt disina ihrag¢ ve yurt i¢i kullanim amaci ile dogadan toplamalar, tarimsal
miicadele ve kirlenme, bilingsiz tarim gibi ¢esitli nedenlerle dogadaki bitki tiirleri
kaybolmaktadir. Ulkemizdeki birgok kaybolmaya yiiz tutan bitki tiirii gibi endemik
bitkilerin de taninmalari, taksonomik, morfolojik, fitokimyasal ve farmakolojik
acillardan incelenmeleri ve potansiyellerinin ortaya konmalari, ila¢ sanayinde
kullanimlari, belki de en 6nemlisi dogadaki mevcut kosullarinda (ex situ) koruma altina

alinmalar1 6nem arz etmektedir.

Ulkemiz, cografi kosullarinin farklilii ve birgok farkli iklim &zelliklerini bir
arada bulundurmasiyla %34.4 endemizm oranina sahiptir ve birgok endemik bitkiyi bir
arada bulundurmaktadir. Bu calismada, dogada diger tlirlere gére daha az oranda
bulunan bitki tiirlerinden de hastaliklarin tedavisinde yer alabilme potansiyellerini
degerlendirmek amaciyla, endemik bir bitki tiirli olan Nepeta congesta var. congesta
lizerinde ugucu yag bilesenleri, toplam fenol miktar1 ve fenolik bilesikleri gibi
fitokimyasal Ozellikleri belirlenmis ve kimyasal bilesenleri incelenerek antioksidan,

antikolinesteraz, antiradikal aktiviteleri aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Bu amagla, bitkinin toprak {istli kisimlarindan inflizyon, hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol olmak lizere 5 farkli polaritede ekstre hazirlanmis, ekstrelerin toplam
fenol ve fenolik asit icerigi ile bitkiden elde edilen ugucu yagin bilesenleri tespit edilmis

ve ayrica ekstrelerin biyolojik aktiviteleri tayin edilmistir.

Tiirlin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 Ellman
metodu kullanilarak incelenmis ve pozitif kontrol olarak donepezil kullanilmistir.
Antioksidan aktiviteleri DPPH" serbest radikal siipiiriicii etkisi (BHT ve C vit. ile
karsilastirmali olarak), ABTS®" radikal katyon renksizlestirme kapasitesi (pozitif
kontrol i¢in trolox kullanilarak) ve metal selatlama kapasitesi (pozitif kontrol olarak

EDTA kullanilarak) yontemleriyle tayin edilmistir. Toplam fenolik madde miktar

64



gallik asit esdegeri olarak belirtilmistir. Fenolik asitleri ise ters faz YBSK yontemiyle

analiz edilmistir.

Tiirlin toprak tstli kisimlarindan hazirlanan farkli ekstrelerinin verimleri %0.35-

34.2 arasinda degistigi goriilmektedir. En yiiksek verime sahip olan ekstre NCINF
olmakla birlikte onu sirastyla NCME > NCKL > NCHE > NCEA takip etmektedir.

Eskisehir-Sivrihisar yolu Beylikova Sapagi’ndan toplanan N. congesta var.
congesta’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan farkli polaritedeki ekstrelerinde
Folin-Cioceltaeu metodu kullanilarak kolorimetrik tayinle toplam fenol miktar tespit
edilmistir. Toplam fenol miktar1 gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir (mg GAE/g
ekstre). Toplam fenol miktar1 en yiiksek infiizyon ekstresinde gozlenmis sirasiyla 71.93
+ 0.34 mg GAE/ g ekstre (NCKL) < 73.13 + 2.10 mg GAE/ g ekstre (NCHE) < 89.61 +
1.03 mg GAE/ g ekstre (NCEA) <102.49 + 1.00 mg GAE/ g ekstre (NCME) < 205.38 +
0.77 mg GAE/ g ekstre (NCINF) olarak tespit edilmistir. Tekin (2018), tarafindan
yapilan calismada ise Konya’dan Nisan-Haziran aylarinda c¢i¢eklenme doneminde
toplanan bitkinin metanollii ekstresinin toplam fenol miktarin1 32.03 + 0.48 mg GAE/g
ekstre olarak bulunmustur. Eskisehir’den toplanan bitkinin metanol ekstresinin daha
yiiksek toplam fenolik miktara sahip oldugu gézlemlenmektedir. Farkliligin sebebinin

bitkinin farkli lokasyondan toplanilmis oldugu diisiiniilmektedir.

N. congesta’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen farkli polaritedeki
ekstrelerinde bulunan fenolik asitlerin teshisi ve miktar tayini, YBSK analiz yontemi ile
gallik, proto-katesik, para-hidroksibenzoik, vanillik, kafeik, klorojenik, sirinjik, p-
kumarik, ferulik, o-kumarik ve trans-sinnamik asit i¢eren standart ekstresindeki
bilesenlerin kalibrasyon egrileri kullanilarak yapilmistir. Infiizyon ve metanol
ekstrelerindeki en fazla miktarda bulunan fenolik asidin rozmarinik asit oldugu
(swrastyla 1.04, 2.15 pg/g ekstre) bulunmustur. Azizian vd., (2021) tarafindan yapilan
calismada ise Haziran-Temmuz aylarinda Bat1 Azerbaycan-iran bdlgesinden toplanan
N. congesta bitkisinin toprak iistii kistmlariin metanollii ekstresinden YBSK-KS/KS
yontemiyle fenolik bilesikleri incelenmistir. En fazla miktarda ferulik asit (9.30 £ 0.1 g
kg ' DW toz) tespit edilmistir. Eskisehir’den Haziran ayinda toplanan N. congesta
bitkisinin metanollii ekstresinde ise ferulik asit miktart 0.44 pg/ g ekstre olarak

bulunmustur.
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N. congesta var. congesta toprak iistii kisimlarindan MBD-KFME ekstraksiyon
teknigi, GK-KS/AID yéntemi kullanilarak analiz edilen ugucu yagm bilesiminde ana
bilesenler olarak 1,8-sineol (%61.7) ve B-burbonen (%12.4) tespit edilmistir. Ardindan
strastyla o-terpineol (%2.2), mirtenal (%2), norburbonen (%1.9), spathulenol (%1.8),
germakren-D (%1.1), (E,Z)-2,4-heptadienal (%]1.1) tespit edilmistir. Kaya vd., (2007),
Mayis ayinda Eskisehir-Oglake1 kdylinden toplanan N. congesta var. congesta bitkisinin
toprak tstii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilmis ugucu yag GK ve GK/KS ile
analiz edilmis ana bilesenlerin 1,8-sineol (%29.9), germakren-D (%20.3) ve sabinen
(%10.3) oldugu bulunmustur. Kaya vd., (2007) germakren-D’yi %20.3 oraninda tespit
ederken tez caligmasinda ise germakren-D %]1.1 olarak tespit edilmistir. Azizian vd.,
(2021) Haziran-Temmuz aylarinda Bat1 Azerbaycan-iran bolgesinden toplanan N.
congesta bitkisinin toprak {istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilmis ugucu yagi
GK-AID ile analiz edilmis ve ana bilesenlerinin 1,8-sineol (%5.4), germakren-D
(%21.4) oldugu belirtilmistir. Belirtilen {i¢ ¢alismada da ana bilesen 1,8-sineol olarak
gozlemlenmektedir. Diger bilesenlerindeki farkliligin toplanma yeri ve kullanilan

yontem farkliligindan kaynaklandig diistintilebilir.

Caligilan ekstrelerin antioksidan aktivitesini tayin etmek i¢in kullanilan DPPH’
radikali siipiiriicli etki calismasinda antioksidan aktivite sirasiyla NCINF (ICso= 0.533
mg/mL) > NCME (ICso=0.792 mg/mL) > NCHE (ICso= 1.890 mg/mL) > NCEA (ICso=
2.136 mg/mL) > NCKL (ICso= 2.724 mg/mL) olarak tespit edilmistir. Tekin, (2018),
yaptig1 calismada Konya’dan Nisan-Haziran aylari arasinda cigceklenme doneminde
toplanan N. congesta var. congesta bitkisinin toprak {iistii kisimlarindan hazirlanan
metanollii ekstresinin DPPH" serbest radikal siipiiriicii etkisi TE (Trolox esdegeri)
olarak hesaplanmis, aktivite 46.54 + 0.96 mg TE/g ekstre olarak tespit edilmistir. Tepe
vd., (2007) tarafindan yapilan ¢calismada Osmaniye’den topladiklar1 N. flavida bitkisinin
toprak {istli kisstmlarinin DPPH" serbest radikal siipiiriicii etkisi tayin edilmis en yiiksek
aktivite bu calismada da metanol ekstresinin polar alt fraksiyonunda (ICso= 63.2 = 1.75

ng/mL) tespit edilmistir.

Uzerinde calisilan N. congesta var. congesta bitkisinden hazirlanan farkli
ekstrelerin (0.5 mg/mL) metal selatlayici aktivitesi EDTA (9%95.84)’yla karsilastirmali
olarak degerlendirilmis, metal selatlama kapasitesi % inhibisyon olarak sirasityla NCINF

(%47.92 £3.02) > NCEA (%45.71 £ 3.26) > NCKL (%33.05 + 4.65) > NCME (%31.41
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+ 2.41) >NCHE (%28.06 + 4.01) olarak belirlenmistir. En yiiksek aktivitenin inflizyon
ekstresi tarafindan saglandigi goriilmektedir. Konya’dan Nisan-Haziran aylari arasinda
cigeklenme doneminde toplanan Nepeta congesta var. congesta’nin toprak iisti
kisimlarinin metanollii ekstresinin metal selatlama aktivitesi 49.34 + 0.41 mg EDTAE/
g olarak tespit edilmistir (Tekin, 2018). Farkliligin bitkinin toplanma zamani ve

toplanma yerine bagli oldugu diisiiniilebilir.

Caligilan tiriin  ABTS®" radikal katyon renksizlestirme kapasitesine gore
antioksidan aktivitesi ol¢lilmiis ve sonuglar pozitif kontrol trolox ¢ozeltisinin sonuglari
ile kiyaslanmistir. Uzerinde calisilan ekstrelerin (0.5 mg/mL) arasindan trolox
cozeltisine (%70.83 + 0.05) en yakin, en giiclii inhibisyon NCINF ekstresinde
gozlenmistir. Ekstrelerin ABTS®" % inhibisyon degeri sirastyla NCINF (%53.15 + 0,04)
> NCME (%49.71 £ 0.09) > NCKL (%24.42 + 0.13) > NCEA (%24.21 + 0.25) >
NCHE (%23.01 £+ 0.04) olarak gozlenmistir. Tekin (2018), metanollii ekstresi igin
ABTS®" radikal katyon renksizlestirme kapasitesinin degerini 50.53 + 2.76 mgTE/g
olarak tespit etmistir. Her iki ¢alismada da ABTS®' radikal katyon renksizlestirme

kapasitesi bakimindan metanollii ekstre aktif bulunmustur.

Asetilkolin, 6zellikle Alzheimer hastaliginin patolojisinde énemli bir yere sahip
norotransmitterdir. Bu nedenle antialzheimer bilesiklerin kesfinde asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitelerinin degerlendirilmesi onemlidir. N. congesta
var. congesta’nin toprak iistii ksimlarindan hazirlanan 5 farkli ekstre AChE enzim
inhibisyonu  aktivitesi acisindan  donepezile karst %  inhibisyon olarak
degerlendirilmistir. Donepezille karsilastirildiginda hem AChE hem de BChE enzim
inhibisyonu i¢in diisiik inbisyon degerleri gozlenmistir. Ekstreler arasindan NCHE
(%32.41 £+ 0.02), NCEA (%13.1 £ 0.01) AChE enzim inhibisyonu sergilemis diger
ekstreler AChE enzim inhibisyon aktivitesi sergilemezken biitiin ekstreler BChE enzim
inhibisyon aktivitesi gostermistir. En yiiksek aktiviteyi AChE’de de oldugu gibi NCHE
ekstresi gostermistir. Konya’dan Nisan-Haziran aylar1 arasinda ¢igeklenme doneminde
toplanan Nepeta congesta var. congesta’nin toprak {stii kisimlarinin metanollii
ekstresinin AChE ve BChE enzim inhibisyonunun arastirildigi caligsmada ise galantamin
esdegeri olarak degerlendirilmis sirasiyla 2.69 ve 2.99 mgGALAE/g bulunmustur
(Tekin, 2018).
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Sonu¢ olarak endemik bir tiir olan N. congesta var. congesta’nin farkli
ekstreleriyle yapilan c¢aligmalar g6z Oniline alindiginda hekzan ve etil asetat
cOzeltilerinin daha yiiksek asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyonu
gosterdigi dolayisiyla antialzheimer bilesiklerin tayininde daha apolar bilesenlerin etkili
oldugu soOylenebilir. Toplam fenolik madde ve fenolik asit miktarlar1 fazla olan
inflizyon ve metanol ekstrelerinin Onemli diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Dolayisiyla sentetik antioksidanlara alternatif olarak polar polifenolik
bilesenlerin ilgi ¢ekici oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte inflizyon ekstresi diger
ekstrelere gore daha aktif bulunmustur. Bu durum aromatik bitkilerin ¢ogunlukta oldugu
Lamiaceae familyasinda aromatik bitkilerin terapdtik etkisinden faydalanmak icin halk
arasinda cay olarak kullanimini da desteklemektir. Bu ¢alisma kapsaminda, N. congesta
var. congesta tiiriiniin farkli ekstreleri i¢in kolinesteraz enzim inhibisyonu, antioksidan
aktvite, toplam fenol miktar1 ve fenolik asitleri karsilastirmali olarak ilk kez

calisilmigtir.

Dogada farkli olumsuz kosullara maruz kalan endemik bitki tiirleri {izerinde
daha fazla ve kapsamli ¢aligmalar yapilarak kimyasal bilesenleri aydinlatilmali ve farkli

biyolojik aktviviteleri degerlendirilmelidir.
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